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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Uno de los objetivos mas importantes para la farmacologia actual es el
conocimiento de los mecanismos que median las enfermedades del sistema nervioso
central (SNC), tanto aquellas de origen degenerativo como las provocadas por
desordenes funcionales. Dicho conocimiento llevaria al desarrollo de farmacos
suficientemente selectivos para combatir estas enfermedades sin causar efectos

indeseables.

De la gran cantidad de estudios realizados al respecto hasta la actualidad, parece
ser que la neurotransmisiéon por aminoacidos excitatorios (AAE), como el glutamato,
tiene un papel crucial en la aparicion de enfermedades de tipo neurodegenerativo.
Conaaaﬁmte, se considera que una sobreactivacion del subtipo de receptores
glutamatérgicos NMDA (receptor a N-metil-D-aspartato) seria la responsable de muchas
de estas patologias ya que dicha sobreactivacion provocaria una entrada masiva de calcio

por el canal i6nico asociado y provocaria la muerte neuronal.

Partiendo de esta hipétesis, se desarrollaron moléculas antagonistas del receptor
NMDA, tanto de tipo competitivo como no competitivo (bloqueantes del canal ionico
asociado), las cuales deberian presentar un efecto neuroprotector. Entre los antagonistas
no competitivos de este receptor se encuentran sustancias como la fenciclidina o PCP
(conocida como “polvo de angel” en el mundo de las drogas de abuso), de ahi que
también se les denomine ligandos PCP, y el MK-801 o dizocilpino.
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Estas moléculas, sin embargo, resultaron presentar una serie de efectos
indeseables (psicotomiméticos, convulsivantes, alucinégenos...) que impedian su uso en
clinica, aunque todavia son 1tiles en investigacion para estudiar mas en profundidad estos
receptores. Por otra parte, la complejidad del sistema nervioso central y la gran cantidad
de vias interconectadas dificulta el estudio de sus efectos.

Por ello seria interesante estudiar los efectos de estas moléculas en tejidos
periféricos, donde las vias nerviosas implicadas son mas simples. Experimentos con MK-
801, realizados por nuestro equipo de investigacién conducto deferente de rata
aislado, apuntaban a la existencia de un efecto no relacionado con el bloqueo del
receptor NMDA. Conéretamente, el MK-801 inducia una potenciacion de las
contracciones inducidas por noradrenalina en ese tejido. Estaba descrito que, en sistema
nervioso central, el PCP y el MK-801 eran capaces de inhibir la captacion de
catecolaminas en los terminales nerviosos, mientras que a nivel periférico sélo se habian

efectuado experimentos in vitro en células cromafines y en arteria caudal de rata.

Por otra parte, estaba descrito que la capacidad de inhibir de la captacion de
catecolaminas era presentada también la presentaban los denominados ligandos sigma
(o), los receptores de los cuales habian estado inicialmente clasificados de forma errénea
como pertenecientes a la familia de los receptores opioides y posteriormente
confundidos con los lugares de union de la fenciclidina. Parece ser que farmacos
pertenecientes a esta familia podrian ser de utilidad en el tratamiento de enfermedades
como la esquizofrenia, y se ha demostrado que sus receptores modulan tanto la actividad
NMDA como la dopaminérgica. Entre estos farmacos encontramos, entre otros, al
haloperidol (utilizado como neuroléptico) y al dextrometorfano (ampliamente utilizado
como antitusivo).

Por lo tanto, consideramos interesante realizar un estudio comparativo de los
efectos de moléculas pertenecientes a los dos grupos (ligandos o y ligandos PCP) sobre

la neurotransmisién noradrenérgica periférica en un 6rgano donde ésta predomina, como
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es la porcion epididimal del conducto deferente de rata e intentar, posteriormente,

determinar si este efecto tiene alguna repercusion en animal entero.
Asi pues, los OBJETIVOS de la presente tesis son:

- Estudiar, en la porcion epididimal aislada del conducto deferente de la rata, los
efectos del MK-801 sobre la neurotransmision noradrenérgica y determinar el mecanismo

de accion.

- Comparar estos efectos con los de otros antagonistas no competitivos del
receptor NMDA, bloqueadores del canal asociado, y con los de algunos ligandos . Del
primer grupo se estudiara el PCP, la tenociclidina (TCP) y el dextrorfano. Del segundo,
el haloperidol, el dextrometorfano y el (+)-3-PPP (3-[3-hidroxifenil]-N-(1-propil)-
piperidina).

- Determinar el efecto de estos compuestos sobre la captacion de noradrenalina
en la porcién epididimal del conducto deferente de la rata, estudiando la capacidad de los
mismos para inhibir la incorporacién de noradrenalina tritiada ([*H]noradrenalina) en

secciones de este tejido.

- Caracterizar, a nivel molecular, la interaccion de estos compuestos con el
transportador de la noradrenalina en una preparacion de membranas de conducto

deferente de rata, utilizando un marcador selectivo de este transportador como es la

[H]nisoxetina.

- Debido a que el perfil de unién de la [*H]nisoxetina todavia no estaba descito en
el conducto deferente de la rata, caracterizar previamente dicha unién mediante ensayos

de saturacion y cinéticos.
- Finalmente, determinar si los efectos potenciadores sobre la noradrenalina del

MK-801 in vitro tienen repercusion en animal entero a nivel cardiovascular, sobre un

parametro de elevado componente adrenérgico como es la presion arterial.

e
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1.- LOS RECEPTORES GLUTAMATERGICOS.

1.1.- Generalidades

Hoy en dia es bien sabido que el glatamato es el principal aminoacido excitador
en el sistema nervioso central (Watkins y Evans, 1981). De hecho, se cree que el 70 %
de las sinapsis excitadoras del sistema nervioso central utilizan glutamato como
neurotransmisor. Por otra parte, a nivel periférico, los receptores a aminoacidos
excitadores estan ampliamente distribuidos, lo cual no quiere decir, sin embargo, que se
encuentren en todos los érganos (Erdo, 1991). Hasta el momento se han descrito cuatro
subtipos de receptores glutamatérgicos (Whatson y Girdlestone, 1995), de tipo
metabotrépico (acoplados a proteina G) y de tipo ionotrépico (acoplados a canales
ionicos especificos para un determinado cation). Dentro de estos ultimos se encuentran
los subtipos AMPA (acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico), kainato y
NMDA, del cual hablaremos en mas profundidad mais adelante.
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1.2.- Receptores metabotropicos

Estructuralmente son similares a otros receptores acoplados a proteinas G,
aunque presentan diferencias respecto a los ya conocidos. Su agonista mis potente y
selectivo es el 1S,3R-aminociclopentil-1,3-dicarboxilato (1S, 3R-ACPD) (East y
Garthwaite, 1992; Manzoni y col, 1993). El unico antagonista selectivo descrito de
estos receptores es el acido L(+)-2-amino-3-fosfonopropionico (L(+)-AP3), aunque este
compuesto parece ser que no inhibe la respuesta al agonista sobre algunos subtipos de

estos receptores.

Son una familia de receptores altamente heterogénea, acoplada a mmiltiples
segundos mesajeros como la hidrolisis de fosfatidilinositoles (Guimarand y col,
1991a,1991b; Schoepp y col, 1991; Suzdak y col, 1993) o a la disminucién en la
produccion de AMP ciclico (Schoepp y Conn, 1993). Ello hace que, para los receptores
metabotropicos, la denominacion de “receptores a aminoicidos excitadores” sea
imprecisa, ya que su activacion puede tener efectos excitadores o inhibidores

dependiendo de los mensajeros secundarios que resulten de su activacion..

1.3.- Receptores ionotrépicos.

Son receptores acoplados a canales iOnicos especificos para determinados
cationes. Los receptores AMPA, kainato y NMDA son similares en estructura a otros
grupos de receptores asociados a canales i6nicos, como los nicotinicos o los
GABA¢érgicos. La activacion de estos receptores a aminoacidos excitadores conduce a la
despolarizacion de la neurona, debido al flujo de cargas positivas desde el espacio
sinptico al citoplasma (Heinomen y col.,, 1989; Kiedrowski y col, 1994). Se trata de
receptores formados por la combinacién de diferentes subunidades, las cuales conferiran

las caracteristicas particulares de cada subtipo de receptor (Sprengel y Seeburg, 1993).
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1.3.a.- Receptores AMPA/kainato.

La activacion de los receptores AMPA /kainato provoca la apertura de un canal
catidnico que permite el paso de sodio y potasio hacia el interior de la célula (Di Porzio y
col., 1993), mientras que la permeabilidad al calcio es baja. Estos subtipos de receptores
se diferencian farmacolégicamente del subtipo NMDA por su diferente perfil de
selectividad frente a diversos agonistas y antagonistas. No obstante, la diferenciacion
entre los subtipos AMPA y kainato es mas dificil de establecer.

Respecto a los efectos que la activacion de este subtipo de receptores provoca en
el SNC, se ha establecido que son los responsables del componente rapido caracteristico
de la accion del glutamato en la neurona postsinaptica, provocando su despolarizacion
(Zorumski y Thio, 1992). Parece ser que este subtipo de receptores actiia conjuntamente
con los NMDA en la induccién y mantenimiento de la potenciacion a largo término

(long-term potentiation, LTP) (ver apartado siguiente).
1.3.b.- El receptor NMDA.

El receptor NMDA, nombrado asi por ser activado selectivamente por el N-metil-
D-aspartato, es uno de estos receptores ionotropicos cuya activacion se traduce en la
apertura de un canal iénico de elevada permeabilidad por el Ca** que conducira a la
despolarizacion de la neurona. En situacion de reposo, el receptor NMDA esta inhibido
por el magnesio, que bloquea el canal i6nico asociado a concentraciones fisiologicas
(Varga y col,, 1992). Sélo cuando la célula ha sido previamente despolarizada, el Mg**
abandona el canal y permite el paso de iones a través del mismo. Es por ello que para la
activacion del receptor NMDA se requiere una previa despolarizacion de la membrana
postsinaptica que vendra mediada por la activacion de, por ejemplo, el subtipo de
receptores glutamatérgicos AMPA/kainato (fig. 1). Sera entonces cuando el receptor
NMDA se activard y tendrd lugar una importante entrada de Ca®* al interior de la

neurona, que conllevara a una despolarizacion mucho mas importante de la misma.
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Figura 1.- Esquema de la respuesta celular inducida por la combinacion de la activacion
de los receptores glutamatérgicos. La accion sobre el receptor AMPA/kainato
despolariza la neurona y facilita la operatividad del receptor NMDA y de los canales de
calcio voltaje-dependientes que permiten el paso de Ca® al citoplasma. El receptor
metabotropico es capaz de movilizar el calcio de los reservorios internos. Como
consecuencia de esta entrada de Ca’" tiene lugar, entre otros acontecimientos, la
formacién de 4cido araquidénico.

Esta mayor despolarizacion secundaria a la previa activacion AMPA/kainato ha
permitido elaborar la hipotesis de que el receptor NMDA actuaria como un sistema de
amplificaciéon que seria el responsable de la induccion y el mantenimiento de procesos

como la potenciacion o la depresion a largo plazo (LTP y LTD, respectivamente).

Sin elﬁbargo, el receptor NMDA es mucho més complejo. La interaccion entre el
agonista y el receptor no es suficiente. Ello es debido al requerimiento absoluto de la
presencia del aminoacido glicina que, al interaccionar con un lugar de unién especifico,
potencia las acciones del glutamato de manera parecida a como las benzodiacepinas

potencian las del GABA sobre el receptor GABAa.

A raiz de recientes estudios farmacoldgicos y cinéticos se ha estipulado que el
receptor NMDA posee, como minimo, 2 lugares de union para el glutamato y NMDA y
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PARTE TEORICA

2 para la glicina. La apertura del canal no tendria lugar hasta que los cuatro lugares

estuvieran ocupados (fig. 2).

Electrofisiologicamente, el receptor NMDA se caracteriza por una reaccion
tardia al glutamato y por un tiempo de apertura del canal largo, de hasta décimas de
segundo. Ello se debe a que la afinidad que posee el glutamato por el receptor NMDA es
mayor que la que muestra por el subtipo AMPA, con lo cual el canal asociado al receptor

NMDA puede abrirse varias veces.

Figura 2.-Representacion esquematica del receptor NMDA y de algunos de sus lugares
de modulacién. En condiciones de reposo, el ion Mg® bloquea el canal, impidiendo el
paso de Na" y Ca® al citoplasma y la salida de K*. Los antagonistas no competitivos del
receptor (bloqueantes del canal) como el MK-801 o el PCP se unen a un lugar préximo
al del Mg®*. En el interior de la célula existen dominios susceptibles de ser fosforilados,
modulando la activacion del receptor.

El conocimiento de la funcionalidad de un receptor depende en gran parte de las
herramientas farmacologicas de las que se disponga. Por esta razén, durante los tltimos
afios, se han desarrollado un gran mimero de compuestos capaces de unirse al receptor
NMDA (Kudo y col, 1991; Mannaioni y col, 1994). Otro de los motivos que ha
impulsado la investigacion sobre estas moléculas ha sido la posibilidad de utilizarlas en el

o3
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tratamiento de diferentes desordenes del SNC, para los que todavia no se dispone de un
tratamiento adecuado y en los que los receptores NMDA parecen tener una gran
relevancia. Ademas, estos compuestos podrian contribuir a lograr uma mejor
comprension de algunos procesos fisiolégicos poco conocidos hasta el momento, como
son la LTP, la LTD o la excitotoxicidad (citotoxicidad producida por uma
sobreactivacion del receptor) (Kawai y col., 1992).

Los antagonistas competitivos del receptor NMDA son moléculas muy sencillas,
casi todas derivadas de los acidos D-amino-5-fosfonopentanéico (D-AP5) o D-amino-7-
fosfonopentandico (D-AP7) (Vazquez y col, 1992). En la siguiente figura (fig. 3) se
representan las estructuras de los agonistas y algunos antagonistas competitivos del
receptor NMDA:

Agonistas
N/CC — J/COOH
H, OOH MeHN""
COOH
L-glutamato NMDA
Antagonistas
J/\/ POs", J/\/\/P O;H,
HN""“COOH H,N"""““COOH
D-APS D-AP7

Figura 3.- Agonistas y antagonistas competitivos del receptor NMDA.
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Modulacion alostérica del receptor NMDA.

Modulacion por glicina y poliaminas.

La modulacién alostérica por glicina que sufre el receptor NMDA es una de sus
caracteristicas mas notables (Bonhaus y col, 1987). Varios autores describen que la
actividad del canal i6nico asociado se ve incrementada por el aminoicido glicina
(Johnson y Ascher, 1987; Reynolds y col., 1987; Oliver y col, 1990). Esta modulacién
resultd ser insensible a estricnina, la cual inhibe los efectos de la glicina sobre su receptor
medular, descrito afios antes. Por lo tanto, se ponia de manifiesto un nuevo lugar de
union, el cual se denomind “lugar de unién de la glicina insensible a estricnina”. Poco
después se comprobé que el receptor NMDA posee un requerimiento absoluto de glicina
para su activacion completa (Kleckner y Dingledine, 1988; McBain y col., 1989).

Parece ser que el mecanismo por el cual la glicina modula el receptor NMDA es
miiltiple. Por un lado, impide la disminucion en la activacion del receptor que aparece
cuando el agonista se aplica durante un periodo largo de tiempo (desensibilizacién). Por
otro lado, posibilita la apertura del canal (Lerma y col, 1990). Estos efectos se producen
por un mecanismo de interaccion alostérica, aunque no se descarta la existencia de una

perturbacion estérica entre los dos aminoacidos (Grimwood y col, 1993).

Los estudios realizados por Benaviste y col., (1990) intentaban determinar cuales
eran los patrones cinéticos por los cuales se regian el receptor NMDA y su
desensibilizacién. El mejor ajuste se logré con un modelo que suponia la existencia de
cuatro lugares de unién: dos para la glicina y dos para el glutamato o el NMDA. Todas
las subunidades clonadas del receptor NMDA descritas hasta el momento contienen
lugares de unién para el NMDA y para la glicina. Asi, actualmente se considera que el
aminoacido glicina se comporta mas como un co-agonista que como un modulador del

receptor NMDA.
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Por otra parte, poliaminas como la espermina y la espermidina estimulan la
frecuencia y la probabilidad de apertura del canal a concentraciones micromolares bajas,
pero bloquean el canal a concentraciones milimolares (Williams y col., 1991; Rock y
McDonald, 1992).

Modulacion por bloqueantes del ionéforo.

Ademas de la coactivacion del receptor NMDA por la glicina y el bloqueo por
Mg, existen otros mecanismos por los cuales este receptor es modulado. En el canal
ionico asociado a este receptor existe un lugar de unién que es bloqueado por
compuestos como el dizocilpino (MK-801) o los anestésicos disociativos como la
fenciclidina o la ketamina, de manera aniloga a como lo hace el Mg®, dando lugar a un
antagonismo no competitivo del receptor NMDA (Lodge y Johnson, 1990) (fig. 2). Por
este motivo, a estos compuestos se les ha denominado antagonistas no competitivos del
receptor NMDA o bloqueadores del canal (McDonald y Nowak, 1990).

El i6n zinc (Zn®") también es capaz de bloquear el canal (Eimerl y Schramm,
1992; 1993), pero a diferencia del Mg® su interaccién no depende del grado de
despolarizacion de la neurona. Ademas, parece ser que existen dos lugares de interaccion
con el receptor para este ion: uno de alta afinidad fuera del canal y otro de menor
afinidad en el propio ionéforo, provocando este iltimo un bloqueo similar al del Mg**
(Reynolds, 1992).

Papel fisiologico del receptor NMDA.

El receptor NMDA esta implicado en una gran cantidad de procesos tanto
fisiologicos como patologicos. Una de las funciones mas impo_rtantes que realiza es la
regulacion de la entrada de calcio extracelular necesaria para el mantenimiento de la
potenciacion y la depresion a largo plazo (LTP y LTD, respectivamente) (Shindou y col.,
1993). Este tipo de procesos son cambios en la transmision sindptica que comportan
modificaciones en la morfologia neuronal y que se conocen como plasticidad sinaptica.

La LTP se induce después de una repetida estimulacion de las vias aferentes neuronales y
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comporta un incremento en la eficacia de la transmision sindptica (Malenka, 1992).
Actualmente se considera a este fenémeno como el modelo sinaptico del aprendizaje y la

memoria en mamiferos.

Por otra parte, debe de existir un mecanismo por el cual esta potenciacion de la
neurotransmisiéon desaparezca, ya que si la LTP fuera el unico fenomeno de plasticidad
sinaptica se llegaria inevitablemente a su saturacién. Dicho mecanismo es la LTD, y

representa el modelo sinaptico del olvido (Tsumoto, 1993).

Aparte de la localizacion mayoritariamente sinaptica, existen receptores NMDA
fuera de la sinapsis. Su funcion seria la de mantener un tono adecuado de excitabilidad
postsinaptica. Agunos trabajos concluyen la existencia de receptores NMDA en las
terminales noradrenérgicas, influyendo en la liberacion de noradrenalina (Speciale y col.,
1992) o bien que las neuronas noradrenérgicas se encuentran bajo control glutamatérgico
(Pittaluga y Raitieri, 1991). A nivel periférico, por ejemplo, también se ha descrito que
las neuronas noradrenérgicas que inervan el conducto deferente de rata se encuentran
bajo control glutamatérgico, participando en el control motor de dicho érgano (Lara y
Bastos-Ramos, 1988).

1.4.- Patologias asociadas a aminodcidos excitadores.

Se ha relacionado la patogénesis de algunas enfermedades del SNC con una
activacién excesiva de los receptores glutamatérgicos, o a algin defecto en su control.
Asi, un descontrol en su activacién provocaria una entrada masiva de calcio en la
neurona que desencadenaria toda una serie de procesos (proteolisis, degradacién de
ADN, formacién de radicales libres y prostaglandinas, etc.) que llevarian a la
neurodegeneracion y muerte neuronal. Los antagonistas de estos receptores tendrian,

pues, un efecto neuroprotector.

Entre las patologias asociadas se incluyen diferentes tipos de ataques epilépticos,

isquemia, trauma en el SNC, dolor neuropitico y algunas enfermedades
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neurodegenerativas como las enfermedades de Huntington, Parkinson o Alzheimer. Por
ejemplo, existe evidencia de que en la enfermedad de Parkinson tiene lugar, ademas de la
conocida hipofuncion dopaminérgica, una sobreactivacion del sistema glutamatérgico
(Tosk y col,, 1994). Por ello, en los ultimos afios, se ha generado un gran interés en el
desarrollo de antagonistas de los receptores glutamatérgicos con posible utilidad en el
tratamiento de estas patologias. Sin embargo, los antagonistas no competitivos del
receptor NMDA, como el MK-801, presentan una serie de efectos indeseables que
imposibilitan su uso en clinica. Aunque para algunas de estas patologias ya existen
tratamientos validos, la investigacion de nuevos agentes terapéuticos esta justificada por
la necesidad de conseguir fairmacos con una menor incidencia de efectos secundarios o

perfiles farmacocinéticos mas favorables.

Entre los nuevos farmacos podemos destacar el felbamato, que es un bloqueador
del canal asociado al receptor NMDA y antagonista del lugar de la glicina, de aplicacién
en el tratamiento de la epiliepsia. También se estin concentrando esfuerzos en
antagonistas competitivos y en antagonistas o agonistas parciales del lugar de la glicina,
muchos de ellos ya en fase clinica, como el ACPC (1-aminociclopropanocarboxilato).
Otra diana farmacoldgica puede ser la inhibicion de la liberacién de glutamato con, por
ejemplo, la lamotrigina, que se usa en el tratamiento de la epilepsia. Finalmente, para
evitar los efectos indeseables que produce el bloqueo del receptor NMDA, también se
investiga con antagonistas del receptor AMPA (para revision, ver Danysz y col., 1995).
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2.- EL RECEPTOR PCP.

2.1.- Introduccion.

La fenciclidina (PCP), originalmente introducida en 1958 como anestésico
disociativo, ha terminado siendo utilizada como droga de abuso con el nombre de “polvo
de angel”. Este compuesto, administrado a voluntarios sanos, induce sintomas
psidodjslépticos, similares a los que presentan los pacientes esquizofrénicos, en los cuales
provoca un agravamiento de sus sintomas que dura varias semanas. Se ha demostrado
que existe un lugar de alta afinidad para el PCP en el canal iénico asociado al receptor
NMDA.

Por otra parte, Anis y col. (1983) demostraron que los anestésicos disociativos
como la fenciclidina y la ketamina podian inhibir las respuestas neuronales inducidas por
el NMDA. Estos datos, junto al hecho de que la unién de la [*H]tenociclidina ([*H]TCP,
1-(2-tienil)-ciclohexilpiperidina, un analogo del PCP que se utiliza para marcar los
lugares de union del PCP al complejo receptor NMDA) a membranas de cerebro de rata
fuera estimulado por la presencia de 10 uM de glutamato (Loo y col, 1987), daban
evidencia de un complejo receptor NMDA-PCP en este tejido.

Otros estudios mostraban que el MK-801 presentaba, al igual que el PCP, una
inhibicién de los procesos neuronales mediados por el NMDA (Wong y col., 1986).
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Ensayos de binding demostraron que el MK-801 inhibia la unién del [*H]TCP
con elevada afinidad, ajustindose a un modelo de dos lugares de unién con una curva de
inhibicion que presentaba un coeficiente de Hill de 0,45 * 0,02 (Loo y col., 1987). El
analisis informatico de los datos proporcioné los valores de concentracién inhibitoria 50
(CIs) de 100 = 19 nM y de 4600 + 9500 nM respectivamente para cada lugar de union.
La adicién de 0,5 pM de glutamato provocé un incremento de la afinidad del MK-801
por sus lugares de union, observandose una reduccion de cuatro veces en los valores de
las CIs, , sugiriendo que los efectos antagonistas, como los del PCP, estan mediados via
la interaccién con el receptor PCP asociado con el complejo ionéforo del receptor
NMDA y que, por lo tanto, el MK-801 interacciona con los lugares de union del PCP en

el sistema nervioso central.

Asi pues, analogos del PCP como el TCP, y el MK-801, han mostrado una muy
alta afinidad hacia el receptor PCP acoplado al complejo receptor NMDA. A

continuacion se representan las estructuras de los ligandos PCP mas conocidos:

O K

PCP (fenciclidina) TCP (tenociclidina)

Figura 4.- Principales ligandos de tipo PCP.



PARTE TEORICA

2.2.- Subtipos de receptores PCP.

Quirion y col. (1987) describieron que, en preparaciones de cerebro de rata, los
ligandos del receptor PCP tenian mas de un lugar de unién. Asi, el PCP se unia con alta
afinidad al canal i6nico asociado al receptor NMDA, como ya se ha comentado, pero
también a un sitio de mas baja afinidad que se marca con un analogo del TCP, el BTCP
(N-[1-(2-benzo (b) tiofenil)ciclohexilpiperidina).

As: pues, el PCP tendria varios lugares de unién, que se han dividido en dos
subtipos: PCP, y PCP; (Vignon y col., 1986; Rothman y col, 1989). El PCP, estaria
asociado al canal ionico del receptor NMDA, mientras que el PCP, se consideraria
acoplado al transportador de catecolaminas, concretamente, al de dopamina (Vignon y
col, 1988). Sin embargo, se ha visto que el subtipo PCP; es en realidad una mezcla
heterogénea de diferentes lugares de unién y que se requiere un estudio mas detallado
mediante técnicas diferentes a las de union de radioligandos, a fin de dilucidar la funcién
de cada uno de estos lugares (Rothman, 1994). Se han caracterizado receptores PCP en
células cromafines de médula suprarrenal bovina (Rogers y Lemaire, 1990) y parece ser
que en este tejido no se encuentran del subtipo PCP,, convirtiéndose en un sustrato ideal
para el estudio del subtipo PCP;.

2.3.- Papel fisiologico de los receptores PCP.

Se sabe que la unién del PCP al receptor PCP, bloquea la activacion del receptor
NMDA (Thompson y col, 1985), con todas las repercusiones fisioldgicas que ello
comporta, mientras que su interaccion con el subtipo PCP, produce un bloqueo de la
captacion de dopamina en las terminaciones nerviosas. Parece ser que parte de los
efectos biologicos del PCP que podrian estar involucrados en sus propiedades
psicotomiméticas serian debidos a la inhibicién de la captacion de catecolaminas y
serotonina en los terminales nerviosos (Smith y col, 1977; Vignon y Lazdunski, 1984;
Bowyer y col., 1984; Johnson y Snell, 1985; Snell y col., 1988).
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En un principio, se esperaba que los antagonistas no competitivos del receptor

- NMDA, como el MK-801, fueran anticonvulsivantes y presumibles ansioliticos, aunque

resultaron inducir, al igual que el PCP, cuadros psicoto- y simpaticomiméticos
(Clineshmidt y col, 1982a, b, c).

La administracién de ligandos PCP; como el propio PCP o el MK-801, induce en
roedores un cuadro conductal caracteristico, consistente en un aumento de la actividad
motora, cabeceo (head weaving), desplazamiento circular alrededor de su eje horizontal
con las patas traseras como centro de rotacion (furning behavior), rodamiento (body
rolling) y signos de ataxia (Tricklebank y col, 1989). A diferencia de los
psicoestimulantes “clasicos” como la anfetamina, estos compuestos producen, a dosis
mas elevadas, un incremento en la ataxia. Por otra parte, dicha administraciéon también
provoca incrementos del metabolismo de serotonina y dopamina (Liljequist y col., 1991)
en varias regiones del cerebro, asi como cambios en los niveles de adrenalina. y/o
noradrenalina (Léscher y col., 1993), con lo que se pone de manifiesto una interaccion
compleja con los sistemas de monoaminas que bien podria ser mediada por los subtipos
PCP:.

Por otra parte, se ha descrito que los antidepresivos triciclicos como la
desipramina (DMI) tienen afinidad por el mismo lugar que el MK-801 en el canal iénico
asociado al receptor NMDA (Wedzony y Golembiowska, 1993). Ademis, el MK-801
presenta un efecto sinérgico sobre el de la DMI, de manera que la administracion
conjunta de ambos compuestos provoca un mayor incremento en la concentracién
extracelular de dopamina que ambos administrados por separado. Debido a ello, se ha
propuesto que los ligandos PCP; podrian mejorar la eficacia de los antidepresivos

clasicos.
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2.4.- El dextrorfano como ligando PCP.

Varios experimentos han demostrado que el dextrometorfano, clasificado como
ligando sigma (ver apartado siguiente) y principio activo de muchos preparados
antitusivos, presenta un amplio perfil anticonvulsivante (Tortella y col., 1989b; Kuko y
Wada, 1989; Takazawa y col, 1990), asi como propiedades neuroprotectoras en
modelos experimentales de dafio neuronal (Steinberg y col., 1988; George y col., 1988;
Tortella y col., 1989a). Estos efectos, mas que a la accion del dextrometorfano como tal
sobre los receptores sigma o a su baja potencia antagonista sobre el receptor NMDA, se

atribuyen a su metabolito fendlico, el dextrorfano.

El dextrorfano es un anticonvulsivante mas potente (Tortella y col., 1989a; Wong
y col, 1988; Aram y col, 1989; Chapman y Meldrum, 1989), neuroprotector (Choi,
1987; Choi y col, 1987; Monyer y Choi, 1988; Steinberg y col, 1988, 1989) y
antagonista de los canales de calcio (Carpenter y col, 1988) en los mismos modelos
animales.

Este metabolito podria ser el responsable de todas estas acciones del
dextrometorfano ya que, en humanos, el dextrometorfano es metabolizado a dextrorfano
en mas de un 90 %. De hecho, se han descrito casos de toxicidad en nifios y reacciones

psicotomiméticas por sobredosificacion de medicamentos a base de este principio activo.

Posteriores estudios demostraron que el dextrorfano presenta una elevada
afinidad por los receptores PCP asociados al receptor NMDA (Kp = 23 nM) (Franklin y
Murray, 1992), es decir, por los PCP,, mientras que presenta una afinidad de baja a
moderada por los lugares sigma, (Klein y Musacchio, 1989; Walker y col., 1990). Estos
hallazgos, unidos al hecho de que los efectos obsevados in vivo coinciden con los que
presentan los antagonistas no competitivos del receptor NMDA como el PCP o el MK-
801, indican que el dextrorfano es un potente ligando PCP.
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3.- LOS RECEPTORES SIGMA.

3.1.- Perspectiva historica.

El receptor sigma (o) fue propuesto en 1976 por Martin y col para dar una
explicacion a las acciones del compuesto (+)-SKF 10047 (N-alilnormetazocina) y

benzomorfanos racémicos relacionados.

De estos compuestos se sabia que inducian un cuadro conductal caracteristico en
el perro, como es el delirio canino, y que producian efectos psicotomiméticos en
humanos (Haertzen, 1970; Keats y Telford, 1964). Posteriores investigaciones revelaron
que el (£)-SKF 10047 se unia a tres tipos de lugares de union:

1.- A receptores opioides mu (p) y kappa (x) (Mangan y col., 1982).
2.- Al receptor PCP (Zukin y col., 1986).
3.- Al receptor sigma propiamente dicho (Quirion y col., 1987).

Los receptores sigma se clasificaron posteriormente como sensibles al haloperidol

¢ insensibles a la etorfina y a la naloxona. Posteriormente, como se explicara mas

adelante, esta clasificacion se hizo mas compleja.
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3.2.- Propiedades de los receptores sigma.

En un principio, cuando fueron descubiertos en 1976, se pensé que los receptores
sigma eran un subtipo de receptores opioides. Hallazgos posteriores demostraron que no

era asi debido a que:

- Los receptores opioides son estereoselectivos para los isdmeros (-) de los narcéticos
del opio y derivados, mientras que los receptores ¢ son estereoselectivos para los

isdmeros (+).

- La naloxona, antagonista opioide, es incapaz de antagonizar los efectos tanto in vivo

como in vitro de los ligandos ¢ (Brady y col, 1982).

Con estos dos descubrimientos quedaba claro que los receptores sigma no eran

un subtipo de receptor opioide.

Posteriormente, algunos investigadores afirmaron que el receptor sigma no era
mis que el receptor PCP, basindose en que el [’HJPCP era desplazado de sus lugares de
unioén por la (+)-N-alilnormetazocina (Mendelsohn y col., 1985; Zukin y col., 1984). Por
este motivo los receptores sigma habian sido llamados “sigma opioide/receptor PCP”
(Zukin y col., 1984). Sin embargo, el patrén de selectividad de la unién de la [*H](+)-N-
alilnormetazocina difiere del patréon que muestra el [’HJPCP, demostrando que estos
compuestos se unen a sitios diferentes. Por ejemplo, antipsicéticos como el haloperidol
(también ligando sigma), desplazan con elevada potencia la unién de la [*HJ(+)-N-
alilnormetazocina, mientras que son muy débiles o inactivos frente a la unién del
[HJPCP (Tam, 1983; Tam y Cook, 1984). De manera inversa, el PCP desplaza muy
poco la unién del [*HJhaloperidol (Tam y Cook, 1984; Downes y col., 1986; Itzhak,
1987).

Los receptores ¢ y PCP también pueden diferenciarse por su distribucion

anatomica, ya que los lugares de unién para la [*H](+)-N-alilnormetazocina y para el

-25-



PARTE TEORICA

[PHJPCP se concentran en ireas diferentes del cerebro (Gundlach y col.,, 1985; Largent y
col, 1984; McLean y Weber, 1988; Sircar y col., 1986; Gundlach y col, 1986). Tam
(1985) indic6 otras diferencias entre la union del [HJPCP | y la [H]J(+)-N-
aliimormetazocina, como son la sensibilidad de la unién del [’HJPCP al ién sodio, y la
baja afinidad y poca estereoselectividad mostrada por los receptores PCP frente a la
union del y la (+)-etilcetociclazosina.

Con todo ello quedé bien claro que la [*’H](+)-N-alilnormetazocina se unia a dos

lugares diferentes, uno sensible al haloperidol (que se denominé receptor o) y otro
sensible al PCP (el receptor PCP, Quirion y col., 1987).

3.3.- Receptores sigma y psiquiatria.

Los efectos psicotomiméticos inducidos por los ligandos sigma sugerian que
estos receptores podrian estar involucrados en la fisiopatologia de algunos transtornos
psiquiatricos. Lo que no estaba muy claro era si los efectos producidos por estos

compuestos eran atribuibles, al menos en parte, a su afinidad por los receptores sigma.

En 1990, Musacchio postuld que estos efectos estarian mas bien relacionados con
la activacion de los receptores k o de los receptores PCP. Un afio mas tarde, Su (1991)
corroboraba estos datos y concluia que, si los efectos psicotomiméticos inducidos por los
ligandos o levorotatorios parecian estar relacionados con el receptor «, los inducidos por

los ligandos ¢ dextrorotatorios serian atribuibles, al menos en parte, a su afinidad por el

receptor G.

La implicacién de lo receptores o en la esquizofrenia se basa en la alta afinidad
que presenta el haloperidol por los mismos y su utilidad clinica como neuroléptico. La
afinidad de esta butirofenona por el receptor ¢ es ain mas alta que la que presenta para
los receptores dopaminérgicos. Posteriormente se ha demostrado que, tanto in vivo

como in vitro, en cerebro de rata y cobayo, la proporcion mas alta de union del
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[*H]haloperidol corresponderia al receptor 6. Lo mismo ha sido demostrado en humanos
utilizando [wF]haloperidol mediante tomografia de emision de positrones (Schlyer y col.,
1992). De este modo, durante afios, el haloperidol fue utilizado como el ligando con mis
alta afinidad y selectividad disponible, siendo empleado en numerosos estudios como

radioligando.

La implicacién potencial de los receptores o en la esquizofrenia viene respaldada
por estudios post-mortem que muestran una reduccion en la densidad de lugares o en el
cortex y en el cerebelo de pacientes esquizofrénicos (Shibuya y col.,, 1992). De todos
modos, la significacion clinica de este estudio es todavia dudosa ya que la mayoria de
estos enfermos habian estado tratados con neurolépticos y es bien sabido que el
tratamiento cronico con haloperidol induce una down-regulation de los receptores sigma
(Reynolds y col,, 1991).

Debido a ello, el valor terapéutico de los ligandos o selectivos en la esquizofrenia
todavia no ha quedado establecido. Algunos investigadores han cuestionado la utilidad
terapéutica de estos compuestos, sugiriendo que el receptor ¢ podria ser responsable de
algunos de los efectos indeseables (como los extrapiramidales) producidos por los
neurolépticos (Goldstein y col., 1989).

El hecho de que algunos antidepresivos como la sertralina, la fluoxetina, el
opipramol, el deprenilo y la clorgilina tengan una afinidad alta por el receptor ¢ ha
llevado a pensar que este receptor podria estar involucrado en transtornos afectivos
importantes. El tratamiento crénico con imipramina o fluoxetina provoca una
disminucion en la densidad de receptores o del estriado, hipocampo y cortex de rata
(Shirayama y col., 1993).

La sintesis de antagonistas ¢ selectivos como el neuroléptico remoxipride o el
NE-100 (N,N-dipropil-2-[4-metoxi-3-(2-feniletoxi)fenil]-etilamina monoclorhidrato),
que presenta una muy baja afinidad por los receptores dopaminérgicos y antagoniza los
cuadros psicotomiméticos inducidos por agonistas ¢ (Okuyama y col., 1993), permite

concluir que los ligandos o son de utilidad en el tratamiento de la esquizofrenia.
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3.4.- Subtipos de receptores sigma y distribucién en el SNC.

A raiz de varios estudios bioquimicos se propuso la existencia de dos subtipos de

receptor o (Musacchio y col, 1989). La nomenclatura actual reconoce como minimo la

existencia de dos subtipos: 6; y 62 (Quirion y col, 1992). Segin esta clasificacion,
compuestos como la (+)-N-alilnormetazocina ((+)-SKF 10047), la (+)-pentazocina y el
JO-1784 ((+)-ciclopropil-metil-N-metil 1,4-difenil-1-il-but-3-en-1-ilamina) serian ligan-
dos selectivos ,, mientras que otros como el DTG (1,3-di-(2-tolil)guanidina), el (+)-3-
PPP (3-[3-hidroxifenil]-N-(1-propil)-piperidina) y el haloperidol poseen una afinidad

similar por los dos. Esta clasificacion en o, y 0, se resume en la siguiente tabla:

. Li_gandn n__gnsayp__:;f- e

(+)-Pentazocina afinidad alta afinidad baja

(+)-SKF 10047 afinidad de moderada a alta afinidad muy baja
JO-1784 afinidad alta afinidad baja
Carbetapentano afinidad alta afinidad muy baja
Dextrometorfano afinidad de moderada a alta afinidad muy baja
Haloperidol afinidad alta afinidad alta

DTG afinidad alta afinidad alta

(+)-3-PPP afinidad alta afinidad de moderada a alta
(-)-Pentazocina afinidad de baja a moderada afinidad de baja a moderada
(-)-SKF 10047 afinidad baja afinidad baja

Naloxona inactiva inactiva

Sensibilidad a fenitoina si no
Sensibilidad a GTP si (dependiendo del pH y tampon) no
Disminucion en la unién des- si (también después de la no

pués de tratamiento subcronico administracién aguda del metabo-

con haloperidol

lito reducido del haloperidol)

: _R_adioligaudqs

™ [*HJ(+) pentazocina

HIDTG (en presencia de (+)-
pentazocina, SKF 10047 o
dextralorfano

Tabla L- Clasificacion y diferenciacion de los receptores o, y o».
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Los estudios autorradiogrificos con la (+)-pentazocina, la (+)-N-alil-
normetazocina y el DTG marcados han mostrado una gran hetrogeneicidad en la
distribucion de los receptores o, y 0, en las diferentes zonas del encéfalo (McCann y
col, 1994). Dicha distribucion viene respaldada por datos electrofisiologicos que
muestran respuestas diferentes a la (+)-pentazocina, al DTG y al JO-1784 en las

diferentes zonas.

Sin embargo, varios trabajos indican la posible existencia de mas de dos subtipos.
Por ejemplo, el pretratamiento con toxina pertussis suprime la potenciacion de la
respuesta a NMDA inducida por una dosis baja de JO-1784, pero no la inducida por la
(+)-pentazocina (Monnet y col, 1994). Esto sugeriria que el JO-1784 potencia la
respuesta a NMDA via un receptor ¢ acoplado a una proteina Gyo, mientras que la (+)-
pentazocina lo haria via un receptor acoplado a otro sistema de transduccién distinto al
de las proteinas G. De hecho, trabajos previos mostraban que la union de la
[PH]pentazocina no se ve modificada por la presencia de GTP ni de Gpp(NH)p (anilogo
estable del GTP) y que algunos efectos de la (+)-pentazocina estaban mediados por un

receptor diferente al 0.

Mas recientemente, se ha propuesto la existencia de un subtipo de receptores o3,
por la cual el DTG, que presenta alta afinidad por los subtipos o) y o2, presentaria una
baja afinidad. Este subtipo seria activado preferentemente por las 1-fenil-3-amino-
1,2,3,4-tetrahidronaftalenos (1-fenil-3-aminotetralinas), por el haloperidol y por la
spiperona, y se ha visto que afecta a la actividad tirosina hidroxilasa y a la sintesis de
dopamina en estriado de roedores (Booth y col, 1993).

También se ha descrito un cuarto lugar de union ¢ que muestra alta afinidad por
compuestos relacionados con la ariletilendiamina, como el BD-737 y el BD-1008,
afinidad moderada por la forma reducida del haloperidol y baja afinidad por el
haloperidol y el DTG (Bowen y col., 1995). Asi, este lugar seria el unico por el que el
haloperidol presentaria baja afinidad. Sin embargo, los subtipos o3 y los lugares sensibles
a ariletilendiaminas requieren ser estudiados en mas profundidad.
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Estudios autorradiogrificos con el [’H](+)-3-PPP y el [ﬁi]halopelidol han
mostrado que los receptores o se hallan concentrados en zonas implicadas en la
regulacién de emociones y funciones motoras, como el sistema limbico y el tronco
cerebral, respectivamente. Ademas, se han encontrado densidades significativas de
receptores ¢ en otras dreas del sistema nervioso central, como la sustancia nigra, el
cerebelo, etc. (Gundlach y col., 1986; Weber y col., 1986).

En lo que respecta a tejidos periféricos, se han encontrado poblaciones
considerables de receptores o (Wolfe y col, 1989), aunque son mucho menos

abundantes que en el sistema nervioso central.

A continuacién, se muestran las estructuras moleculares de los principales
ligandos sigma:

‘5“» N

R =-CH,CH=CH,;, (+)-SKF-10047 DTG
R =-CH,CH=C(CH,), : (+)-Pentazocina

.=

a O |-|a

Haloperidol Dextrometorfano

\/\CHS

(R)-(+)-3-PPP

Figura 5.- Principales ligandos sigma.
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3.5.- Papel fisiologico de los receptores sigma.

Se han realizado una gran cantidad de estudios para determinar el papel
fisiolégico de los receptores sigma (para revision, ver Debonnel, 1993). Sin embargo, los
primeros estudios se llevaron a cabo con ligandos poco selectivos y a elevadas
concentraciones, con lo que los numerosos efectos descritos atribuidos a la activacion de
los receptores ¢ son dudosos. En particular, muchos de estos efectos eran debidos a la
afinidad de estos ligandos por el lugar PCP (Malouf'y col, 1988) y no a la interaccion

con los receptores G.

Es por ello que se explica el papel fisiologico de estos receptores centrandose en
la descripcién de los efectos que inducen sobre las neurotransmisiones glutamatérgica y
dopaminérgica, ya que éstas no pueden ser confundidas con un efecto mediado por el

receptor PCP.

3.5.a.- Interaccién con las respuestas mediadas por el NMDA.

Como ya se ha mencionado, hasta hace pocos afios no se disponia de ligandos ¢
selectivos y de alta afinidad (como el (+)-3-PPP y el DTG). Estos ligandos han sido
estudiados .en experimentos tanto in vivo como in vitro, mostrandose capaces de

modular la respuesta NMDA (para revision, ver Debonnel y de Montigny, 1996).

Los efectos de estos compuestos sobre la actividad neuronal inducida por el
NMDA se han comparado con la inducida por la activacion de los otros subtipos de
receptores glitamatérgicos. Asi, dosis bajas de DTG potenciaban las respuestas
inducidas por el NMDA, pero no las mediadas por los otros receptores glutamatérgicos.
Otros ligandos o producian efectos similares, como la (+)-pentazocina o el JO-1784 y

por ello se les denomino agonistas c.

-31-



PARTE TEORICA

Por otra parte, el haloperidol, el (+)-3-PPP, el BMY-14802 (o-(4-fluorofenil)-4-
(5-fluoro-2-pirimidinil)-1-piperazino butanol) y el NE-100 (N,N-dipropil-2-[4-metoxi-3-
(2-feniletoxi)fenil]-etilamina-HCI) no eran capaces de potenciar la respuesta NMDA, sino

que revertian la potenciacion antes descrita y, por ello, se les denominé antagonistas .

Una particularidad de las curvas dosis-respuesta de la potenciacion de la actividad
NMDA obtenidas con todos los agonistas ¢ era que éstas tenian forma de campana. Esto
indica que la potenciacion de la respuesta inducida por el NMDA producida por estos
agonistas se incrementa de forma dosis-dependiente en un margen de dosis bajas
mientras que, una vez se ha alcanzado la maxima potenciacion, decrece progresivamente
a dosis mas altas. Esta disminucion en la potenciacion de la respuesta a NMDA a dosis
altas de ligandos o se debe a la pérdida de selectividad de estos compuestos por el

receptor o, pero no a la desensibilizacion de los mismos.

Ademas, se ha visto que, en cultivos de células neuronales, los ligandos o inhiben
de forma no competitiva la unién del [PHJTCP, con unas Cls, que se correlacionan con
sus afinidades respectivas por los receptores o, (Yamamoto y col, 1995). Estos
resultados indicaban que los ligandos ¢ modulan in vivo el complejo receptor NMDA-

canal i6nico de forma indirecta, probablemente a través del subtipo de receptores o;.
3.5.b.- Interaccion con el sistema dopaminérgico.

Desde su descubrimiento, se ha sugerido la posibilidad de la interaccion de los
receptores ¢ con el sistema dopaminérgico. Martin y col., (1976) ya apuntaban que la
actividad ¢ podia involucrar un mecanismo dopaminérgico. No debe olvidarse, sin
embargo, que la mayoria de los ligandos o utilizados o sus primeros metabolitos tienen,
ademas de afinidad por los receptores o, una elevada afinidad por los receptores PCP y/o

dopaminérgicos.
Por lo tanto, las interacciones entre receptores G y mneurotransmision
dopaminérgica no estan completamente esclarecidas debido, principalmente, a la falta de

selectividad de algunos de los ligandos o. Por ejemplo, el (+)-3-PPP posee una relativa
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afinidad por el autorreceptor dopaminérgico. No obstante, parece ser que varios
agonistas ¢ incrementan la liberaciéon basal de las neuronas dopaminérgicas y la

liberacion de dopamina en algunas areas inervadas por el sistema dopaminérgico.

3.6.- Papel de los receptores sigma en el conducto deferente de ratdén.

El (+)-3-PPP, ligando selectivo o, potencia las contracciones neurogénicas
(inducidas por estimulacion eléctrica) en el conducto deferente de ratén (Campbell y col.,
1987). Posteriormente, Kennedy y Henderson (1989) describieron que el (+)-3-PPP
inhibia dichas contracciones en la misma preparacién, pero que si se bloqueaban los
receptores dopaminérgicos D, con sulpiride las potenciaba. Por otra parte el haloperidol
(antagonista mixto o, y 0;) potenciaba la respuesta neurogénica a concentraciones entre
1 y 10 uM mientras que a concentraciones mas altas la inhibia. Estos resultados,
sumados al hecho de que el DTG tampoco tenia efecto sobre dicha respuesta,
permitieron concluir que dicha potenciacion se llevaba a cabo mediante la accion en un

lugar diferente a los receptores sigma descritos hasta el momento.

Ademas del (+)-3-PPP, la N-alilnormetazocina también potencia las
contracciones neurogénicas en esta preparacion (Matsuno y col., 1993) donde, como es
bien sabido, predomina la neurotransmision por ATP. A diferencia de los resultados
obtenidos frente a noradrenalina en arteria caudal de rata (Massamiri y Duckles, 1990;
1991) y en conducto deferente de rata (Fox y col, 1991) con algunos ligandos ¢ y PCP
(ver apartado P.3.4), esta potenciacion es estereoselectiva (el isdmero (+) es mucho mas

potente que el (-)) y el MK-801 (ligando selectivo PCP) no tiene efecto sobre ésta.

Dicha potenciacion en el deferente de raton se correlaciona con la capacidad de
estos compuestos para inhibir la unién de la [H](+)-N-alilnormetazocina, marcador
sigma. Estos datos permitian deducir que la potenciacion de las contracciones
Ineurogénicas inducida por los ligandos ¢ en el conducto deferente de ratén estaba

mediada por receptores o sensibles a benzomorfanos (ya que el DTG, no beniomorfano,
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inhibe las contracciones), a rimcazol e insensibles a haloperidol. La estimulacion de estos

receptores a benzomorfanos causaria una potenciacion de la neurotransmision por ATP.

Posteriormente, los mismos autores (Matsuno Iy col, 1996) demostraron que
estos compuestos también potenciaban la contraccion inducida por la aplicacion de ATP
exogeno mediante la activacion de un subtipo de receptor o diferente al o, y al o, que
era inhibida por antagonistas putativos ¢ como el haloperidol y el rimcazol. El (+)-3-PPP
se mostraba como el mas efectivo mientras que, sin embargo, entre los benzomorfanos
(pentazocina y N-alilnormetazocina) eran mas potentes las formas (-) que las (+). Esta
diferencia podria deberse, sin embargo, a que al estimular eléctricamente el deferente de
raton también se libera noradrenalina y la potenciacion observada podria deberse a un
aumento del efecto de la NA. De hecho, el TCP, que no presenta afinidad por los
receptores o, también potencia las contracciones neurogénicas en el deferente de ratén
(Campbell y col., 1987)
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4.- TRANSPORTE DE LA NORADRENALINA.

4.1.- Generalidades.

La noradrenalina y adrenalina circulantes son acumuladas por diferentes tejidos
(Axelrod y col, 1959). El corazén y el bazo acummlan catecolaminas gracias
principalmente a un sistema de transporte (upfake) de alta afinidad que se encuentra en
las terminaciones nerviosas. En el sistema nervioso central, este sistema de transporte
constituye uno de los mecanismos mas importantes para la neurotransmision. Las células
cromafines de la médula suprarrenal también presentan un sistema de transporte de alta
afinidad que ha sido caracterizado y comparado con el existente a nivel central
(Kenigsberg y Trifaro, 1980; Jaques y col., 1984; Banerjee y col, 1987; Rogers y
Lemaire, 1991). El transporte puede ser de tipo neuronal (tipo I) o no neuronal (tipo II):

Transporte neuronal: tiene lugar principalmente en las terminaciones nerviosas,
las cuales pueden recaptar hasta un 80 % de la noradrenalina liberada, reduciendo de este
modo la cantidad de moléculas de neurotransmisor capaces de interaccionar con los
receptores. Se caracteriza por ser un transporte saturable y competitivo, con
estereoselectividad por las formas (-). Este tipo de transporte es inhibido por la cocaina,
la anfetamina y otras aminas simpaticomiméticas y por algunos antidepresivos triciclicos

(imipramina, amitriptilina, desipramina...) y neurolépticos. La noradrenalina captada pasa
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al citoplasma de la neurona y es tramsportada activamente hacia los granulos de
almacenamiento del neurotransmisor, donde queda de nuevo disponible para ser liberada

por otro estimulo nervioso.

Transporte no neuronal: Otras células no neuronales también captan las
catecolaminas mediante un sistema que presenta una menor afinidad por las mismas pero
que estd mis ampliamente distribuido. Este transporte, sin embargo, es dificil de saturar.
Se inhibe por metabolitos metilados, por la fenoxibenzamina y por los esteroides.
Presenta mas afinidad por la adrenalina que por la noradrenalina y no muestra
estereoespecificidad. Las aminas captadas por este mecanismo no son almacenadas,

siendo metabolizadas por la monoaminooxidasa (MAO) y la catecol-O-metiltransferasa
(COMT).

4.2.- Factores que lo modulan en el conducto deferente.

4.2.a.- Dependencia del sodio.

El transportador de aminas asociado a la membrana axonica de las neuronas
noradrenérgicas requiere la presencia del i6n sodio para transportar la noradrenalina
(Iversen y Kravitz, 1966; Bogdanski y Brodie, 1966). Dicho sistema de transporte
presenta las propiedades cinéticas de uma reaccion enzimaitica secuencial para dos
substratos, en la cual el Na* y la noradrenalina actian como cosubstratos de forma
cooperativa (Sammet y Graeffe, 1979; Friedrich y Bonisch, 1986). La dependencia de
sodio del transporte de la noradrenalina implica que la inhibicion de dicho transporte por
substratos alternativos a la noradrenalina es también dependiente de sodio. La inhibicion
competitiva de la captacién y la dependencia del Na* son propiedades comunes tanto en
substratos como en inhibidores “no transportados” de dicho mecanismo (Zeitner y
Graefe, 1986). Entre los substratos alternativos se encuentran aminas como el (-)-
metaraminol y la (+)-anfetamina, mientras que la desipramina, la nisoxetina, la

nomifensina y la cocaina actian como inhibidores “no transportados”.
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4.2.b.- Modulacién por colina.

Se ha demostrado que la colina, utilizada para sustituir al sodio en experimentos
que requieran la ausencia de este i6n, inhibe la captacién neuronal de [*H]noradrenalina
en el conducto deferente de la rata, y que esta inhibicion es mas pronunciada cuanto
mayor es la concentracién de Na" en el medio externo. Existe pues una interaccion
competitiva entre la noradrenalina y la colina por el transportador. Dicho de otro modo,
la colina también actia como inhibidor de tipo mixto del transporte de noradrenalina en
contra de la accién facilitadora que posee el sodio y actia como substrato del
transportador (Keller y Graefe, 1979). La colina provoca también una aceleracion de la
difusion en experimentos fea]izados para medir la salida de [*H]noradrenalina. Asi pues,
estas observaciones deben temerse en cuenta cuando la colina se utilice a altas
concentraciones (milimolares) como substituto del sodio en medios con déficit de este

ion.
4.2.c.- Dependencia del cloruro.

La captacion neuronal de noradrenalina depende también de la presencia del i6n
CI' (Sanchez-Armass y Orrego, 1977) en el medio, ya que la ausencia del mismo provoca
la inhibicion de la captacion de la noradrenalina.

A nivel del conducto deferente, Friedrich y Bonisch (1986) demostraron que,
mcubando los organos en un medio carente de CI, el indice inicial de captacion de
[Hlnoradrenalina era sélo el 12 % del obtenido en medios con concentraciones
importantes de este anién. Se demostré que la presencia de CI' extracelular estimula la
captacion neuronal disminuyendo la X,, (constante de Michaelis- Menten) y aumentando

la Vimex (velocidad maxima) del sistema de transporte para la noradrenalina.
Asimismo, se observa una sensibilidad a la concentracién de CI en el efecto de

los inhibidores del transporte de noradrenalina como la desipramina y la cocaina, siendo

menos potentes en ausencia de este ion. El efecto inhibidor de la desipramina presenta
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una sensibilidad mas elevada que la cocaina, lo cual hace pensar que podrian existir
diferencias en el estado del transportador sobre el que actiian estos compuestos (Ungell y
col, 1989).

4.2.d.- Efecto del litio.

En experiencias llevadas a cabo en un medio donde se ha utilizado litio para
sustituir total o parcialmente al sodio, se ha podido observar, sélo en la parte prostatica,
una potenciacién de la captacién neuronal de [PHJNA. Este efecto era evitado al
preincubar los tejidos con mioinositol, sugiriéndose un papel de los metabolitos del
fosfatidilinositol en el proceso de captacion neuronal (Pekelman y de Avellar, 1992). Sin
embargo, otros trabajos realizados con conductos deferentes que procedian de ratas
tratadas de forma crénica con litio no describen alteraciones en la liberacion ni en la
captacion de la [PHJNA, ni tampoco en la funcionalidad de los receptores o; ni o
(Finberg y col., 1992).

4.2.e.- Efecto de la edad.

En el conducto deferente, la captacion neuronal de noradrenalina es mayor en la
porcién epididimal que en la prostatica. Sin embargo, es en la parte prostitica y no en la
epididimal donde se observa una pérdida en la funcién de captacion de noradrenalina en
relacion directa con la edad (de Avellar y col,, 1990). Asi, el envejecimiento de los
animales reduce los valores de Vau en la captacion de [’H]NA en la parte prostitica
mientras que no la modifica en la porcion epididimal. También se observa una
disminucién del nimero maximo de lugares de unién (Bns) para la [*H]desipramina
relacionada con la edad, aunque también sélo en la parte prostatica. Se puede decir pues
que, en la fraccion prostatica, la edad disminuye la eficacia de la captacion neuronal de
noradrenalina mediante una reduccion del nimero de lugares de union para la

[’H]desipramina (Pekelmann y de Avellar, 1992).
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4.2.f.- Tratamiento con inhibidores de la captacién neuronal.

Se ha descrito la aparicion de una desensibilizacion de los receptores
adrenérgicos o, tras el tratamiento a largo plazo con firmacos inhibidores de la
captacion neuronal como la nomifensina, la desipramina y la nisoxetina (Sallés y Badia,
1993). Esta desensibilizacién podria explicarse por el subsiguiente aumento de los niveles
de noradrenalina cerca del receptor. De todos modos, esta pérdida depende también de
otros factores como son la densidad y simetria de las inervaciones, asi como de la

amplitud de la vesicula sinaptica.

4.3.- Marcaje de los sistemas de transporte de noradrenalina.

Los intentos para marcar los lugares de captacién de noradrenalina no fueron en
sus inicios tan exitosos como los encaminados a marcar transportadores de otros
neurotransmisores, como la serotonina. En la década de los 80 se propuso la
[*H]desipramina (o [*H]desmetilimipramina o [’HJDMI) como un marcador adecuado de
los lugares de captacion de noradrenalina en cerebro de rata (Lee y Snyder, 1981; Rehavi
y col, 1981). De todos modos, la [P’H]JDMI presenta un elevado porcentaje de unién
inespecifica (Lee y Snyder, 1981; Lee y col., 1982; Slater y col., 1982; Rapp y col,
1987; Backstrom y col., 1989) ademas de unirse a otros lugares de baja afinidad.

El [’H]mazindol también ha sido utilizado para marcar estos lugares en cerebro
de rata, pero tiene el inconveniente de que se une con elevada afinidad a los lugares de
captacion de la dopamina (Javitch y col, 1984, 1985), teniéndose que emplear
inhibidores selectivos de la captacion de dopamina cuando se desee marcar sélo los

transportadores de noradrenalina.
La nisoxetina (N-metil-3-(o-metoxifenoxi)-3-fenilpropilamina) es un inhibidor

potente y selectivo de la captacién de noradrenalina, resultando aproximadamente 1.000

veces mas potente bloqueando la captacion de noradrenalina que la de serotonina, y 400 -
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veces mas potente que inhibiendo la captacion de dopamina (Wong y Bymaster, 1976;
Wong y col, 1982; Richelson y Pfenning, 1984). Ademais, la msoxetma presenta una
muy baja o nula afinidad para la mayoria de receptores para los principales
neurotransmisores (Richelson y Nelson, 1984, Wander y col, 1986). Su simple
estructura quimica junto a sus caracteristicas farmacoldgicas la hacen una gran candidata
para su utilizacién en estudios relacionados con la medida de los lugares de captacion de
noradrenalina. Se suele utilizar en forma tritiada, ya que marcada con ''C presenta mayor

union inespecifica.

Se han sintetizado compuestos derivados de la nisoxetina a fin de aumentar su
potencia y mejorar sus caracterisicas como marcador de los transportadores de
noradrenalina. Uno de ellos es la tomoxetina (Gehlert y col,, 1993), que posee una
potencia ligeramente superior a la nisoxetina. Otro de estos compuestos es la (R)-
tionisoxetina (Gehlert y col., 1995), que presenta una potencia de 2 a 3 veces mayor que

la tomoxetina.

4.4.- Efecto de los ligandos sigma y PCP sobre el transporte de

catecolaminas.

Debido a los efectos conductales que provocaba la fenciclidina in vivo, se
formul6 la hipétesis de que parte de sus propiedades psicotomiméticas podrian ser
debidas al bloqueo de la captacion dde catecolaminas y/o serotonina en los terminales
nerviosos. De hecho, el PCP provoca, en el mismo margen de dosis que se consideran
anticonvulsivantes y neuroprotectoras (bloqueo no competitivo del receptor NMDA),
efectos que se atribuyen al bloqueo de la captacion de dopamina como son hipotermia,
disminucién de los niveles de prolactina y elevacién de los niveles extracelulares de
dopamina (Pecknick y col, 1989a, 1989b, 1991).

El PCP inhibe la captacion de catecolaminas en diversas preparaciones de
sinaptosomas de cerebro de rata (Smith y col, 1977; Bowyer y col., 1984; Vignon y
Lazdunski, 1984; Johnson y Snell, 1985). De manera aniloga, el MK-801 resulté capaz

de inhibir, aunque con una potencia tres veces menor que el PCP, la captacién de
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noradrenalina tritiada en sinaptosomas de hipocampo de rata (Sneli y col, 1988). De
estos resultados se concluyé que, en principio, estos efectos inhibidores de la captacion
deberian estar mediados por los lugares PCP; ya que el MK-801, mas selectivo por los
" lugares PCP, (canal idnico asociado al receptor NMDA), mostraba una menor potencia
que el PCP.

Ademas de los ligandos PCP, se encontrd6 que algunos de los compuestos
conocidos como ligandos sigma eran también capaces de imhibir la captacion de
[*Hlnoradrenalina en sinaptosomas de cerebro de rata, con una buena correlacién con su
capacidad para inhibirla asimismo en cultivos de células cromafines de médula
suprarrenal bovina (Rogers y Lemaire, 1991). Los mismos autores (Rogers y Lemaire,
1992) demostraron la existencia de una interacciéon de estos compuestos con el
transportador de noradrenalina en médula suprarrenal bovina mediante ensayos de union
utilizando  [*’HJDMI como marcador de dicho transportador. Las concentraciones
inhibitorias 50 (Clso) para inhibir la captacién de [*H]noradrenalina y la unién de la
[PHJDMI en las diferentes preparaciones se muestran en la tabla IL junto a los datos
correspondientes a inhibidores “clasicos” del uptake (Rogers y Lemaire 1991, 1992).

Se ha demostrado que las células cromafines no contienen receptores PCP, y, por
lo tanto, este tejido resulta de gran utilidad para estudiar los efectos de estos ligandos
sobre la captacion de catecolaminas que, como ya se ha mencionado, parece estar
relacionada con el subtipo de receptor PCP,. Se ha demostrado que el lugar PCP; es, en
cerebro, el responsable de la inhibicion de la captacion de la dopamina, y que puede
marcarse con un analogo del TCP, el BTCP (N-[1-(2-benzo(b)tiofenil)ciclohexil]
piperidina), el cual inhibe con gran potencia dicha captacioén (CLs, = 13,9 nM; Vignon y
col, 1988). El BTCP, sin embargo, no inhibia de igual manera la captacion de ["H]NA
(CIso > 10 uM). De este hallazgo y del hecho que el MK-801 y el TCP se mostraran
como potentes inhibidores de la captacién de la [’HINA y no la de la [*H]dopamina
(Snell y Johnson, 1988), se abria la posibilidad de la implicacién de otro receptor
diferente al PCP; en la inhibicién de la captacion de la NA.
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Asi pues, los ligandos o y PCP podrian tener una accion inhibidora del uptake de

NA a través de un lugar parecido al receptor o, y diferente al lugar responsable de la
captacién de dopamina (PCP;) (Rogers y Lemaire, 1991).

Inhibidores del uptake

DESIPRAMINA 0,020 +0,0003 0,03 +0.009 0,01 +0,002
NISOXETINA 0,040 + 0,0004 n.d. n.d.
IMIPRAMINA 0,100 + 0,017 n.d. n.d.
COCAINA 20,0+ 1.66 n.d. n.d.
__Ligandos
HALOPERIDOL 0,82 + 0,09 0,42 40,11 0,47 0,09
RIMCAZOL 1,20 + 0,067 1,96 +0.78 4,030,228

| (-BUTACLAMOL 6,41 + 0,83 4,06+ 0,89 511+0.12
DEXTROMETORFANOQO 120+ 1.11 1,73 +£0.31 0,51+002
(+)-3-PPP 19,9 +2.04 0,82 +0.07 0,50 + 0,08
(+)-SKF-10047 64,0 +4.95 7.24 + 1.45 14,0 +2.87
(-)-SKF-10047 92.0 +5.25 20,5£2.46 38.3 +6.04
DTG inactivo 29.7 +2.37 20,0 +4.24
MK-801 15.0+ 1.3 4,90 +1,34 1924018 |
FENCICLIDINA 41.9+2.67 0,17.£0,09 0,24 +0.07
TENOCICLIDINA 509 +1.63 034 +0.08 0,42 +0.08

n.d. : datos no disponibles.

Tabla IL- Constantes de inhibicién de ligandos o y PCP sobre la unién de la [HJDMI
en células cromafines bovinas y sobre la incorporacién de [*Hlnoradrenalina en la misma

preparacion y en sinaptosomas de cerebro de rata.

En lo que respecta a trabajos realizados con otros tejidos periféricos, Campbell y

col. (1987) demostraron que el ligando selectivo o (+)-3-PPP y el TCP (selectivo PCP)

‘aumentaban las contracciones inducidas por estimulacion eléctrica en el conducto

deferente aislado de raton, atribuyendo este efecto a un aumento de la liberacion de NA.

Sin embargo, ha de tenerse en cuenta que en el conducto deferente de ratén predomina la

-42-



PARTE TEORICA

neurotransmisiéon por ATP y parece ser que la potenciacion de la respuesta a este
neurotransmisor por ligandos ¢ si podria estar mediada por un subtipo de dichos
receptores, aunque diferentes a los descritos hasta el momento (Matsuno y col., 1993,

1996)(ver apartado 3.6).

Vaupel y col. (1987) describieron una potenciacion por PCP de las contracciones
neurogénicas en conducto deferente de cobayo, donde predomina la NA como
neurotransmisor, potenciaciones que eran antagonizadas por haloperidol y por BW 234U

(antagonistas o putativos).

Posteriormente, Fox y col, (1989) estudiaron los efectos del PCP en conducto
deferente de rata, en cuya contraccion existe un gran componente noradrenérgico,
descubriendo que la curva concentracion-respuesta a NA se desplazaba hacia la izquierda
en presencia del mismo, mientras que la de oximetazolina (analogo de la NA no substrato
de captacion) no se afectaba. Estos resultados descartaban que la potenciacion fuera
debida a una accién presinaptica sigma que provocara un aumento en la liberacion de
NA, y apuntaban a la inhibicion de la captacién del neurotransmisor como posible

mecanismo de accion.

Dos afios mas tarde, los mismos autores (Fox y col., 1991) demostraron que, en
conducto deferente aislado de rata, la potenciacion de las contracciones neurogénicas
por PCP, (f)-pentazocina y (+)-SKF 10047 no era debida a una accién sobre los
receptores sigma, ya que sus potencias no se correlacionaban con sus respectivas
afinidades por los receptores o del SNC. Ademas, el DTG, un potente agonista mixto o;
y Oz, no afectaba a dichas contracciones ni inhibia la potenciacion por el resto de
sustancias empleadas. Estas observaciones permitian descartar al conducto deferente de
rata como una preparacion 1til para evaluar ligandos sigma, y apoyaban la hipotesis de la
inhibicion de la captacion como mecanismo de potenciacion de la noradrenalina por estos

ligandos.

Finalmente, a nivel de otros érganos periféricos como la arteria caudal aislada y
perfundida de rata (Massamiri y Duckles, 1990; 1991) el TCP, el MK-801 el (+)-SKF
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10047 y el (+)-3-PPP potenciaban las contracciones inducidas por noradrenalina con un
orden de potencias de TCP > (+)-3-PPP > MK-801 > (+)-SKF 10047. La hipéteéis dela
inhibicién del uptake neuronal de la NA por parte de estos compuestos se veia reforzada
por el hecho que si se inhibia éste con cocaina la potenciacion desaparecia, mientras que
no se alteraba si se inhibia la captacion no neuronal con deoxicorticosterona. La falta de
correlacion entre las potencias medidas y la afinidad de estos compuestos por los
receptores o permitia descartar de nuevo la participaciéon de dichos receptores en el

efecto potenciador.

' Sin embargo, el haloperidol, el (£)}-BMY 14802, el rimcazol y el DTG (ligandos
o) inhibian las respuestas a noradrenalina en aquella preparacion, siendo el haloperidol el
inhibidor mas potente. En presencia de cocaina, el (+)-SKF 10047 (ligando ©) seguia
inhibiendo, mientras que el MK-801 (ligando PCP) no modificaba la respuesta. Este
hallazgo, junto al hecho de que las potencias inhibidoras si se correspondian con la
afinidad por receptores o, permitia hipotetizar que el efecto inhibidor de las

contracciones por NA en esta preparacion si podria deberse a un efecto o.

Los ligandos ¢ y PCP anteriormente nombrados, excepto el DTG, también son
capaces de inhibir laa incorporacion neuronal de [’H]NA en la arteria caudal de rata, asi
como el binding de ["HJDMI en secciones de cerebro de rata (Massamiri y Duckles,
1991). Sorprendentemente, el haloperidol, el BMY 14082, el rimcazol y el DTG, que
inhibian las contracciones por NA en la arteria aislada, también resultaron capaces de
inhibir la captacién de ["H]NA. Sin embargo, la potencia inhibidora de las contracciones
era mayor que la inhibidora de la captacion, sugiriendo que el efecto inhibidor podria
deberse a una accion directa sobre el misculo liso. De hecho, existen trabajos que
demuestran un antagonismo musculotrépico del haloperidol hacia las respuestas a NA y
dopamina en conducto deferente de rata (Miranda y col., 1988) que podria enmascarar el

posible efecto sobre la captacion de catecolaminas.
La buena correlacién existente entre la inhibicion de la captacion de [PHJNA y la

inhibicién del binding de [PH]DMI permiti6 sugerir que los ligandos sigma y PCP

interaccionan de una forma compleja con el transportador de noradrenalina.
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1.- OBTENCION DE LOS CONDUCTOS DEFERENTES.

Los animales de laboratorio utilizados han sido ratas Sprague-Dawley macho,
adultas, entre 250-300 gramos de peso (C.E.R.J., Le Génest, Francia). Los animales
fueron estabulados bajo condiciones estindar de temperatura (22 £ 0,5 °C) y mantenidos
en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas (de 8 am a 8 pm) con libre acceso a pienso (Letica
IPM-R20) y al agua de bebida. Las ratas permanecieron 24 horas en ayunas antes de ser
utilizadas en los distintos experimentos.

El sacrificio de los animales se Ilevd a cabo mediante decapitacion.
Seguidamente, se colocaron sobre una mesa quinirgica donde se les practic6 una
laparatomia media que dejaba al descubierto el paquete intestinal. Para poner los
conductos deferentes al descubierto, se desplazaron los testiculos desde su posicion
escrotal hasta la incision del abdomen. Los conductos deferentes corresponden a las
estructuras tubulares que parten del epididimo, unido a los testiculos, hasta la uniéon de
prostata y vesiculas seminales (fig.1). La extraccion de los conductos se llevo a cabo en
su totalidad, colocindose inmediatamente en solucion de Krebs-Henseleit oxigenada
(apartado 2.2) si se iban a utilizar en bafio de 6rganos o en ensayos de captacion de
[Hnoradrenalina. En el caso de que estuvieran destinados a la obtencién de membranas
para ensayos de binding, los deferentes se introdujeron en tampoén Tris-sacarosa

(apartado 3.3.b de esta seccion).
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EPIDIDIMO

Figura 6.- Localizacion anatémica de los conductos deferentes

A continuacion, se disponian en placas de Petri que contenian la misma solucién y

se procedia a una cuidadosa limpieza de tejido conectivo, grasa y vasos adheridos.
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2.- ENSAYOS EN ORGANO AISLADO.

2.1.- Fundamento.

Para los ensayos en Organo aislado se ha utilizado el baiio de érganos. Este
montaje consiste en una copa de vidrio, llena de una solucion salina fisiologica, que
contendra el tejido y que se encuentra conectada a un serpentin que comunica con un
reservorio externo de solucion salina fisiologica. Tanto la copa como el serpentin estan
rodeados de un baiio de agua termostatada que permite regular la temperatura a la cual
se realiza el experimento.

El tejido, en la mayoria de los casos; se fija al baflo mediante un soporte
adecuado y se mantiene oxigenado gracias al burbujeo, a través de una placa porosa que

presenta la copa en su base, de aire, oxigeno o carbogeno (95 % 02/5 % CO»).

Los estudios en oOrgano aislado presentan una serie de ventajas sobre los

practicados en animal entero o en fracciones subcelulares de éstos. Algunas de ellas son:

- Las funciones elementales intrinsecas de un drgano se pueden estudiar bajo condiciones

controladas, por ejemplo, de composicién del espacio extracelular (iones, eicosanoides,
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hormonas, etc.) asi como las condiciones bioquimicas y fisicas de la respuesta (registro

isométrico o isotonico, tension de precarga definida, etc.).

- Se puede someter al 6rgano a condiciones extremas que no pueden conseguirse en el
organismo intacto o son muy dificiles de conseguir. Por ejemplo, disminucion de la

temperatura, induccién de contracciones y relajaciones en el misculo liso, etc.

- Se eliminan interacciones con otros organos y con los sistemas de homeostasis del

organismo.

- Los resultados obtenidos con estos experimentos son, con frecuencia, ficiles de

interpretar ya que no intervienen un gran nimero de factores bioquimicos y mecanicos.

- Las respuestas son ficilmente cuantificables y se pueden relacionar directamente con la
concentracion de firmaco en el medio ya que, como ya se ha dicho, no hay problemas de

absorcion ni de metabolismo antes de alcanzar la biofase.

Por otro lado, las ventajas frente a los experimentos realizados con

homogeneizados de tejidos son:

- El érgano aislado, pero integro, puede realizar un trabajo fisiologico; por ejemplo,
produccion de orina en el rifion aislado, contraccién, trabajo cardiaco, etc., mientras que

el homogeneizado no.

- Por lo tanto, se pueden realizar comparaciones directas entre la respuesta del 6rgano

aislado y su comportamiento en el organismo.
Sin embargo, la experimentacion enm Organo aislado presenta algunos

inconvenientes respecto a otras técnicas. Por ejemplo, algunas desventajas frente a los

ensayos in vivo son:
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- Los resultados son dificiles de extrapolar al animal entero, ya que la farmacocinética es

diferente a la que existe in vivo.

- La interaccién entre sistemas del organismo puede ser importante en algunos procesos,

mientras que en el bafio de 6rganos se elimina, por ejemplo, la regulacién hormonal.
- Se puede daiiar el 6rgano o tejido durante la diseccion.

- Algunos organos pueden verse afectados por problemas de difusién del oxigeno,
substrato o farmaco.

2.2.- Montaje de los conductos deferentes en el baiio de 6rganos.

Los conductos deferentes de rata, obtenidos y limpiados tal como se explica en el
apartado 1 de esta seccion, eran divididos en la porcion epididimal y la prostatica
utilizindose, como ya se ha mencionado, la parte epididimal para estos experimentos, de
una longitud aproximada de 1,5 cm. Para el montaje se até un hilo de algodon a cada
extremo del organo y se anudé la parte mas epididimal al gancho del soporte, se
transfiri6 el rgano a la copa del baiio (con un volumen constante de solucion salina de
20 ml y temperatura de 37 °C) y, después de fijar el soporte al armazon del baiio, se atd
el hilo libre a la barra de un transductor de tension isométrico (Letica TRI 110). Los
transductores estaban conectados a amplificadores (Letica ISO 506) y éstos a un
poligrafo registrador multicanal (Letica PolyGraph 4006).

Paralelamente, la tension obtenida también era enviada, a través de un interfaz
informatico (Letica LE 60-100), a un ordenador PC-compatible que ejecutaba el

programa PROTOS (Letica Software Dept., BCN, Espaiia).

Los conductos deferentes asi montados se sometian a una tensiéon de precarga de

400 mg y se dejaban estabilizar durante 60 min., realizindose un lavado cada 15 min.
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Durante toda la experiencia se aplico una aireacion con carbogeno (95 % 02/5 % CO,)

de forma continua y homogénea.

La solucién salina fisiolégica empleada para estos experimentos ha sido la

solucion de Krebs-Henseleit, cuya composicion es:

NaCl 119 34,75
KC1 4,6 1,75
CaCl; (sol. 10 %) 2.5 14 ml
KH,PO, (sol. 10 %) 1,2 8,35 ml
MgSO4-7H,0 (sol 10 %) 1,2 14,7 ml
NaHCO; 25 10,5
Glucosa 11,1 10,5
Agua bidestilada C.S. c.sp. 51

Los compuestos en los que se ha indicado “sol 10 %” se afiadian a partir de

disoluciones stock al 10 % de los mismos, conservadas en nevera.

2.3.- Respuestas inducidas por estimulacién eléctrica.

2.3.a.- Introduccion.

La estimulacion eléctrica de un oOrgano provoca artificialmente la
despolarizacion que en condiciones fisiologicas normales seria equivalente a la derivada
de un potencial de accion. Como consecuencia, se produce la liberacion de los
neurotransmisores contenidos en las terminaciones sinapticas del tejido, los cuales iran a
interaccionar con sus respectivos receptores y desencadenarin una determinada
respuesta. Es por ello que a las respuestas inducidas por estimulacién eléctrica se las

denomine también respuestas neurogénicas.
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Ambache y Zar (1971) fueron los primeros en sugerir que la noradrenalina (NA)
no es el inico neurotransmisor en el conducto deferente de la rata, idea que confirmaron
posteriormente Euler y Hedquist (1975) debido a que la respuesta contréctil de este
6rgano a la estimulacién eléctrica se puede desdoblar en dos componentes, una de las
cuales no era adrenérgica. En 1980, Hirst y Neil sugirieron que la respuesta no
adrenérgica podria ser debida a la accion de la NA sobre otro tipo de adrenorreceptores,
a los que denominaron gamma-adrenorreceptores, que no serian bloqueados por los
antagonistas o-adrenérgicos clisicos. Posteriormente, Gillespie y Macrae (1983)
sugirieron que la NA seria la responsable del primer componente de la respuesta,
mientras que el segundo componente seria debido a un segundo neurotransmisor
(Mottram, 1988). Los trabajos de Meldrum y Bunstock (1983) y de Sneddon y Westfall
(1984) en conducto deferente aislado de cobayo parecen confirmar que el ATP es el
neurotransmisor responsable del primer componente tetinico, mientras que la NA lo
seria del segundo.

De todos modos, los experimentos realizados en conducto deferente aislado de
rata (Amobi y Smith, 1987) han demostrado que no se puede realizar una diferenciacion
tan clara sobre la naturaleza de los dos componentes de la respuesta contractil de este
organo, ya que la importancia relativa del ATP y la NA como mediadores de las
diferentes etapas de la respuesta tetanica varia en las diferentes especies animales.

2.3.b.- Protocolo experimental

Para realizar las experiencias con estimulacion eléctrica, los conductos deferentes
eran montados entre los electrodos de platino de estimulacién de campo incorporados en
unos soportes especiales. La solucion salina utilizada fue la de Krebs-Henseleit descrita

anteriormente.

Después del periodo de estabilizacién, se registr6 la contracciéon basal
estimulando durante 5 min. con pulsos unicos (0,1 Hz, 0,5 ms, estimulador Grass S88) a
voltaje supramaximal (20 V). Seguidamente, sin parar la estimulacién, se afiadia el
farmaco a la concentracion deseada y se registraba la respuesta durante 5 mm. mas. A
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continuacion se paraba la estimulacion, se realizaban tres lavados consecutivos y pasados
15 min. se repetia el proceso con una concentracion de firmaco mayor. Después de
ensayar las concentraciones deseadas, se registraba la respuesta en ausencia de firmaco

para determinar el grado de recuperacion de la respuesia basal.

En experimentos preliminares, se elimin6 el magnesio de la solucion de Krebs-
Henseleit para estudiar el efecto de este ion sobre la accion del MK-801 en las respuestas

inducidas por estimulacion eléctrica.

2.4.- Estimulacion con noradrenalina exégena.

El protocolo seguido en los experimentos descritos a continuacion ha sido el

siguiente:

1.- Despolarizacion con KCl (80 mM) a fin dé poder observar la reactividad y

contraccion maxima del érgano. Tres lavados.15 min. de estabilizacion.

2.- Tres pulsos de sensibilizacién con NA 1,6 pM, separadas entre ellos 10 min. Se

descartaron los drganos que no respondieron de forma repetitiva a estos estimulos.

3.- Dos curvas concentracion-respuesta acumulativas control a NA, separadas entre ellas

15 min.

4.- Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de firmaco, segiin se describe en

los siguientes apartados.
Las diferentes concentraciones de noradrenalina se obtuvieron de diluciones en

solucion salina de una solucién acuosa concentrada (3,2 mM) que contenia acido

ascorbico al 0,1 % para evitar la oxidacion del neurotransmisor.
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2.4.a.- Curvas concentracion-respuesta a noradrenalina.

Las curvas concentracién-respuesta acumulativas a NA se realizaron en ausencia
(curvas control) y en presencia. de diferentes concentraciones de MK-801, PCP
(fenciclidina), TCP (tenociclidina), dextrorfano, dextrometorfano, haloperidol y (+)-3-
PPP, los cuales se adicionaron a la copa del baiio 10 min. antes de empezar las curvas.
Después de cada curva, se efectuaban tres lavados seguidos y se dejaban 15 min. de

recuperacion antes de iniciar la siguiente.
2.4.b.- Curvas concentracion-respuesta en presencia de yohimbina.
Finalidad.

A fin de determinar una posible implicacion de los receptores adrenérgicos a; en
la potenciacion del efecto de la NA por el MK-801 se utiliz6 la yohimbina, un
antagonista competitivo de dichos receptores. Asimismo, a fin de descartar un efecto per
se de la yohimbina sobre las contracciones inducidas por NA exégena se realizaron
curvas concentracion respuesta a NA en presencia de este alcaloide en el medio (a una
concentracion de 0,13 pM). La yohimbina se afiadia a la copa 10 min. antes de iniciar la

curva a NA.

Protocolo experimental.

Para determinar el efecto de la yohimbina sobre la potenciacion inducida por el
MK-801 se afiadia la yohimbina (0,13 pM) 5 min. antes de afiadir el MK-801 (5,3 uM) y
a los 5 min. de la adicion de este ultimo se efectuaba la curva concentracién-respuesta a
NA.
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2.5.- Experimentos _encaminados a_determinar la participacién o no
participacion del receptor NMDA.

2.5.a.- Curvas en presencia de NMDA mas glicina.
Finalidad.

Para determinar si la potenciacion del efecto de 1a NA por el MK-801 era debido
a un antagonismo sobre los receptores NMDA se probd el inhibirlo con un exceso de
agonista, es decir, de NMDA y de glicina, aminoicido que modula positiva y
alostéricamente este receptor.
Protocolo experimental.

Se afiadié a l1a copa del baiio una mezcla de NMDA vy glicina (concentraciones
finales en la copa, 300 pM y 10 uM respectivamente) 5 minutos antes de aiiadir el MK-
801 (5,3 uM). En el minuto 10 se realiz la curva concentracién-respuesta a NA y se

compararon los resultados con los obtenidos sin la previa adicion de los agonistas.

2.5.b.- Curvas en presencia de D-APS.
Finalidad.

A fin de descartar que la potenciacién del efecto de la NA por el MK-801 fuera
debida a un antagonismo sobre el receptor NMDA se realizaron curvas concentracion-
respuesta a NA en presencia de un antagonista competitivo de estos receptores, como el
D-APS5 (acido D(-)-amino-5-fosfonopentanoico).

Protocolo experimental.

La concentracion de D-APS utilizada ha sido de 10 pM, la cual se afiadia a la
copa del bafio 10 min. antes de iniciar la curva concentracién-respuesta a NA segiin el

protocolo explicado anteriormente.
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2.6.- Curvas concentracién-respuesta a NA en érganos procedentes de

ratas reserpinizadas.

2.6.a.- Finalidad.

La reserpina es un alcaloide que provoca una depleccion intensa y prolongada de
los depositos de dopamina, noradrenalina y serotonina en las terminaciones nerviosas
correspondientes al sistema nervioso periférico, central, médula suprarrenal y plaquetas.
Esta depleccion se debe a una interferencia con la membrana granular, a la que incapacita
para incoporar y almacenar el contenido propio del granulo. De este modo, las
monoaminas son liberadas intracelularmente y son inactivadas por la monoamino

oxidasa, quedando asi depleccionadas sus reservas.

El pretratamiento de las ratas con reserpina se llevo a cabo para determinar si el
efecto del MK-801 era debido a la estimulacion de la liberacion de noradrenalina.

2.6.b.- Administracion de la reserpina.
Debido a los problemas de solubilidad que presenta este alcaloide se optd por

administrarlo en forma de suspensién, por via subcutinea. La suspension se prepard en

un vehiculo de composicion:

Carboximetilcelulosa sodica.............cceuueeeen... 0,5 %
Tween 80........cccoouriiiiirinreeecirrerenesenseeresnens 0,1%
Agua bidestilada.............cccoeeviuriiniinieieeeniaane C.s.

Se pesaron 5 mg de reserpina y se pasaron a un mortero de vidrio, donde se
homogeneizaron en un par de gotas del vehiculo. Seguidamente, se fue afiadiendo el

resto de vehiculo removiendo sin parar hasta un volumen final de 10 mL

Dicha suspension se administraba 16 horas antes del sacrrificio de las ratas, a un
volumen de administraciéon de 10 ml/kg, con lo que la dosis administrada fue de 5 mg/kg.
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2.6.c.- Protocolo experimental.

En este caso, las cuvas concentracion-respuesta a NA en presencia de MK-801 se
realizaron antes que las curvas control para de evitar que se recargaran los depésitos de
neurotransmisor, ya que se queria ver si la potenciacion era debida a un estimulo de la
liberacion de la NA endégena.

El protocolo seguido fue:

1.- Despolarizacion con KCL 15 min. de recuperacion.

2.- Curva concentracion-respuesta a NA en presencia de MK-801 (5,3 pM). 15 min. de
estabilizacion.

3.- Realizacion de dos curvas concentracién-respuesta control

2.7.- Experimentos con baja concentracion de sodio en el medio.

El sodio es un cation imprescindible para el funcionamiento de los
transportadores de neurotransmisores. Para determinar si en el efecto del MK-801 estaba
implicada la funcionalidad del transportador de NA se realizaron experimentos a una baja

concentracion de sodio en la solucion salina.

Para reducir considerablemente la concentracion de sodio en el medio se
sustituy6 el cloruro sédico de la solucién de Krebs-Henseleit por una cantidad equimolar
de cloruro de colina. Esta sal sustituye isoosmolarmente al cloruro sédico. La tnica
cantidad de sodio remanente en el medio era la que provenia del NaHCO; (25 mM).

La reduccion del sodio provocaba, en algin momento, la aparicién de cierta

actividad espontanea en el tejido, con lo que se impedia la correcta realizacion de curvas
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concentracion-respuesta acumulativas. Por ello se evalué la potenciacién por MK-801

del efecto de una concentracion unica de NA.

A fin de establecer comparaciones, un conducto deferente de cada animal fue
colocado en solucion de Krebs-Henseleit normal (control), mientras que el otro se
colocé en el medio bajo en sodio. Las respuestas eran inducidas por la adicién de una

tnica concentracién de NA (1,6 pM) en ausencia y en presencia de MK-801 (5,3 uM).

2.8.- Efecto sobre la tension basal.

Al adicionar el MK-801 a la copa del bafio se observaba un efecto sobre la
tension basal (actividad espontanea) en la muestra, con lo que se intenté determinar el

efecto sobre ésta de los diferentes compuestos ensayados.
2.8.a.- Rata normal.

Estos experimentos se llevaron a cabo una vez realizadas las curvas
concentracion-respuesta en presencia de farmaco y de realizar una curva control de NA

para ver si el efecto habia desaparecido con los lavados.

15 minutos depués de la 1iltima curva concentracion-respuesta se procedié como

se explica a continuacion:

1.- Incubacion del tejido con NA (16 pM) durante 3 min. Esta incubacion se practicaba
para recargar las reservas de NA a fin de evitar las diferencias entre los diferentes
organos. Pasados los 3 min. se realizaban 3 lavados para retirar la NA del medio.

2.- Se ponia en marcha el poligrafo para registrar la tension basal durante 5 min.

3.- Adicién del firmaco a la concentracion mas alta probada en las curvas concentracion-

respuesta. Registro durante 5 min. mas.
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2.8.b.- Inhibiciéon de la actividad espontinea por prazosina y otros agentes

farmacolégicos.
Pasados 5 min. de registro de la actividad espontanea inducida por el MK-801 se
afiadi6 prazosina (antagonista o postsinaptico) a la concentracién de 1 pM y se

prosiguio6 con el registro a fin de observar su efecto.

De forma aniloga, se probé el efecto de la yohimbina y de la combinacion de
NMDA + glicina sobre esta actividad espontinea a las mismas concentraciones descritas
en los apartados 2.4.b y 2.5.a., respectivamente.

2.8.c.- Ratas reserpinizadas.

El protocolo seguido para determinar la actividad espontianea en Organos

procedentes de ratas reserpinizadas fue el siguiente:
1.- Despolarizacion con KCL

2.- Adicién del MK-801 (5,3 uM) y registro de la tensién basal durante 10 min. 3
lavados seguidos.

3.- Incubacion durante 3 min. con NA 16 uM. 3 lavados.
4.- Registro de la tension basal durante 2 min., pasados los cuales se afiadia el MK-801

(a igual concentracion que en el punto 2) y se registré durante 10 min. mas para detectar

la posible aparicion de la actividad esponténea.
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2.9.- Analisis de los datos.

2.9.a.- Curvas concentracion-respuesta a noradrenalina.

El valor de las concentraciones eficaces 50 (CEso) para la noradrenalina fiueron
calculadas mediante el programa informatico PROTOS, que utiliza rutinas de regresion
lineal. Todos los resultados se expresan como la media + EEM (error estandar de la

media) de » experimentos diferentes.

Un valor de P inferior a 0,05 se consideré significativo. Las diferencias entre los
valores fueron deteminadas mediante analisis de la varianza (ANOVA) y posterior test de
la ¢ de Bonferroni, utilizando el programa informatico GraphPAD Instat (GraphPAD
Software, San Diego, LA, USA). '

2.9.b.- Obtencion de 1a CE;q

A fin de obtener un valor numérico que permitiera comparar las potencias de los
farmacos empleados en lo que respecta a la potenciacién de las respuestas inducidas por
NA exogena se procedio a calcular, para cada una de las curvas concentracion-respuesta
en presencia de diferentes concentraciones de farmaco, el porcentaje de potenciacién a
una determinada concentracion de NA respecto a las curvas control. La concentracion de
NA escogida fue 0,2 pM, ya que era a concentraciones bajas cuando se observaba mayor

potenciacion, al estar todavia lejos del efecto maximo.

En lo que respecta a las respuestas inducidas por estimulacién eléctrica, se tomo
el porcentaje de potenciacion de las mismas a cada una de las concentraciones de
farmaco ensayadas.

A partir de los valores asi calculados se elaboraron las curvas concentracion de
firmaco (log) - efecto (% de potenciacion) y de ellas, por regresion lineal, se obtuvo la
CEi0, que es la concentracion de farmaco necesaria para inducir un 100 % de

potenciacion de la respuesta.
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2.9.¢.- Cilculo de la K;.

La posible inhibicion de la recaptacién de NA en los experimentos en bafio de
organos con MK-801 fue cuantificada siguiendo los calculos propuestos por Kenakin
(1987). Brevemente, asumiendo que el proceso de recaptacion sigue una cinética de tipo
Michaelis-Menten, y que la relacion [A)/[A’] se refiere a las concentraciones eficaces de
noradrenalina en el bafio de drganos en ausencia ([A]) y en presencia ([A’]) del inhibidor

de la recaptacion.

De ello se deriva la X, definida como la constante de disociacioén en el equilibrio
del complejo inhibidor-transportador, que puede se calculada segin la siguiente

ecuacion;

y(x-1)
104:7:-}—] =log[7] -1og K,

Donde [/] es la concentracién de inhibidor, x representa la sensibilizacién del
tejido al agonista en presencia del inhibidor (por ejemplo, la potenciacion de la respuesta
al agonista ([A/A’]) producida por [/]) e y que representa la méixima potenciacién
obtenida (por ejemplo, la relacion [A])/[A’] a 1a maxima [7]).
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3.- ENSAYOS DE UNION CON PHINISOXETINA.

3.1.- Preparacién de las membranas.

A los organos limpios, pesados y troceados se les aifiadio tampon Tris-sacarosa,
pH 7,4 (apartado 3.3.b de esta seccion), en proporcion 1:20 y se procedié a su
homogeneizacion en un Polytron (Kinematica) dos veces durante 30 segundos a

velocidad maxima.

El homogeneizado se filtro a través de tres capas de gasa quirirgica, se distribuyo
en tubos de centrifuga y se centrifugd a 700 X g (3.000 rpm, centrifuga Beckman J2-21,
rotor JA-21) durante 10 min. E] sobrenadante asi obtenido se centrifugé a 17.200 X g
(14.500 rpm, centrifuga Beckman J2-21, rotor JA-21) durante 10 min. mas.

A continuacidn, el sobrenadante obtenido se trasvaso a tubos de ultracentrifuga y
se centrifugoé a 100.000 X g (40.000 rpm, ultracentrifuga Beckman L8-55M, rotor TY-
65) durante 45 min. El pellet resultante se resuspendio en 400 pul de tampoén Tris-HCI sin
sacarosa, pH 7,4 y se procedi6 a la determinaciéon proteica del mismo antes de
conservarlo a -80 °C hasta su utilizacion. Durante todo el proceso de obtencién se

mantuvo una temperatura de 4 °C a fin de evitar que se degradara la preparacién.
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3.2.- Determinacién proteica. Método de Bradford.

Ya que la unién de un radioligando a un receptor depende de la concentracion
proteica en el medio de incubacién, es necesario determinarla y ajustarla a la
concentracion deseada. El método de Bradford (1976) presenta las ventajas de ser rapido
y muy sensible, ya que permite la deteccion de cantidades de proteina del orden de
microgramos por microlitro. Se fundamenta en una reaccién colorimétrica con el
colorante Coomassie Brilliant Blue G-250, que se une a la proteina al cabo de dos
minutos. El complejo formado por el colorante y la proteina provoca un cambio del

méximo de absorcién del colorante de 465 nm a 595 nm, a la cual se mide la absorbancia.

Frente al método de Lowry presenta la ventaja de que no se producen
interferencias debidas a iones como el K" o el Mg®*, EDTA y ghicidos; aunque se pueden
producir interferencias de alteracion del color en presencia de algunos detergentes como

el Triton X-100 y el SDS entre otros, requiriéndose en este caso realizar controles.
3.2.a.- Preparacion del colorante.

Se pesan 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 y se disuelven en 50 ml de
etanol. Se afiaden 100 ml de acido fosforico al 85 % p/v y se enrasa hasta 1 litro con
agua destilada.

3.2.b.- Descripcion del ensayo.

Para la determinacién proteica es necesario elaborar primero una recta patrén de
albumina sérica bovina (ASB). Se parte de una disolucién de ASB al 0,025 % p/v, de la
que se toman mediante una micropipeta los volimenes necesarios que contengan 2, 4, 6,
8 y 10 pug de proteina. Se depositan en tubos de ensayo, se completa el volumen hasta 50

ul con tampoén y se afiade a cada tubo 1 ml de solucion colorante.
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A partir de la suspension proteica problema se realiz6 una dilucion 1:10 (10 p/90
ul). De esta dilucién se preparaban tres tubos que contenian 10 pl de la misma y 40 pl de

tampon , afiadiéndose a continuacion 1 ml de colorante.

Al cabo de 15 min. desde la adicion del colorante se media la absorbancia a 595
nm, utilizando un espectrofotometro Shimadzu UV-1203.

Los valores de absorbancia presentados por la muestra problema (la media de los
tres tubos) se interpolan en la recta de regresion definida por la recta patréon vy,
considerando la dilucion efectuada a la muestra, se obtiene la concentracion proteica de

la suspensién problema.

3.3.- Tampones y soluciones.

Para los ensayos de union es necesario trabajar a un pH dentro del intervalo
fisiologico (entre 7 y 8). El agente tamponante mas empleado en este tipo de ensayos es
el Trizma®-HCI (hidrocloruro de tris(hidroximetil)-aminometano) y que se abrevia como
Tris-HCL

3.3.a.- Tampon Tris-HCI 50 mM , pH 7,4.
Se utiliza para la resuspension de las membranas, para la incubacién del

radioligando con la proteina y para preparar las diluciones de los firmacos desplazantes.

Su composicion es la siguiente:

Tris HC1

KCl

NaCl

NaOH
Agua destilada
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3.3.b.- Tampén Tris-HCl 50 mM (sacarosa 250 mM), pH 7,4.

Se utiliza para la homogeneizacion y preparacion de las membranas. Su
composicion es la misma que el tampoén anterior pero afiadiéndole 250 mM de sacarosa y
ajustando el pH a 7,4. Para preparar 100 ml se requiere afiadir 8,56 g de sacarosa a 100
ml de tampon y ajustar el pH hasta 7,4.

3.3.c.- Solucion de polietilenimina al 0,5 % (v/v).
Se utiliza para pretratar los filtros de fibra de vidrio que se utilizan para separar el
radioligando unido del libre con el fin de minimizar la unién inespecifica de radioligando

a los mismos. Se compone de:

- Polietilenimina al 50 %................. Iml
- Agua destilada................. c.s.p. 100 ml

3.4.- Condiciones para determinar la unién de un ligando a un receptor.

3.4.a.- Generalidades.

Una forma de determinar la unién de una sustancia a un receptor es empleando esta
sustancia marcada radiactivamente (generalmente tritiada) y que se denomina radioligando,
incubarla junto a la proteina que contiene dicho receptor y medir la radiactividad unida a la
misma mediante sistemas de contaje. Por otra parte, para caracterizar un receptor es
necesario, ademas de utilizar un ligando de alta especificidad para el mismo, mantener unas
condiciones determinadas de temperatura, pH, concentracién proteica y tiempo de incubacién

con el fin de obtener el maximo de union especifica.
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La unién especifica es aquella que se establece entre el ligando y el receptor objeto
de estudio. Dicha unién es imposible de determinar directamente ya que el ligando tiende
también a unirse inespecificamente a otros sitios, es decir, que paralelaménte se produce una
unién inespecifica. La unién inespecifica se puede deber a la liposolubilidad del ligando, por
la cual se une a, por ejemplo, lipidos de membrana; a la atraccion de cargas entre el ligando y
otros lugares distintos del receptor; y a fenomenos de adsorcion en la proteina o en el filtro
empleado para separar el radioligando unido del libre entre otras causas. Una caracteristica
fundamental de la unién inespecifica es que ésta se incrementa linealmente conforme se
incrementa la concentracion de radioligando, ya que no llega a saturarse. La unién total es,
pues, la suma de la unién especifica mas la inespecifica, con lo que la union especifica se
obtendra restando la union inespecifica de la total:

UNION ESPECIFICA = UNION TOTAL - UNION INESPECIFICA

Para determinar la union inespecifica se incuba el radioligando con la proteina y,
ademas, conlmexcesode]igandoﬁio(sinmarcar) que puede ser el mismo que el
radioligando u otra sustancia que presente afinidad por el mismo receptor. La concentracion
de firmaco frio empleada suele ser 100 veces mayor que el valor de la X}, del radioligando. Al
lograrse asi una concentracion saturante de ligando frio y, al ser la unién de un ligando a su
receptor un proceso dinamico, ambos ligandos (marcado y frio) competirdn por la misma
poblacion de receptores y ésta se saturara de ligando frio. De este modo el radioligando sélo
se unira de forma significativa a lugares inespecificos.

Para caracterizar completamente un receptor es necesario realizar cuatro tipos de
ensayos: ensayos de saturacion, ensayos cinéticos de asociacion, ensayos cinéticos de
disociacion y estudios de competicion. Los ensayos de saturacién permiten determinar la
densidad de receptores en un tejido, (1a Bua); y la afinidad del ligando por el receptor, que se
expresa mediante la Kp y que se define como la concentracion de ligando necesaria para
ocupar el 50 % de la Bn.. Los ensayos cinéticos de asociaciéon permiten determinar el
tiempo necesario para que el radioligando se una al receptor y se alcance el equilibrio
termodinamico, asi como la constante observada de asociacion K. Los ensayos cinéticos

de disociacion proporcionan el valor de la constante de disociacién
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K. A partir de la K,y de 1a K, se puede calcular la constante de asociacién K., mediante la

ecuacion:

Donde F representa la concentracion inicial de radioligando.

Haciendo el cociente entre la constante de disociacion y la de asociacion se obtiene la Kp,
que tiene que ser del mismo orden que la hallada en los estudios de saturacién.

Finalmente, los ensayos de competicién permiten establecer la especificidad de Ia
preparacion al estudiar la afinidad que otros firmacos puedan tener por el receptor al
desplazar a determinadas concentraciones el radioligando. El procesamiento de los datos
obtenidos en estos ensayos permite obtener la Cls, (concentracion inhibitoria 50 %), que es la
concentracion de sustancia que desplaza el 50 % del radioligando unido especificamente al
receptor. De estos ensayos también se obtiene la K;, que es una medida de la afinidad de la
sustancia desplazante por el receptor.

3.4.b.- Condiciones del ensayo.

Tiempo de incubacion.

En los ensayos de saturacion y competicion el tiempo de incubacién del radioligando
con la proteina ha de ser el suficiente para que se alcance el equilibrio entre el radioligando y
el receptor. Cabe destacar que el tiempo que se tarda en alcanzar el equilibrio depende de la
concentracion de radioligando, por lo cual se suelen usar concentraciones bajas del mismo

para determinar dicho tiempo.
*F+R © *FR

Para determinar el tiempo de incubacion sera necesario realizar un estudio de unioén a

diferentes tiempos de incubacion y ver a partir de cual se alcanza la saturacion.
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Temperatura.

La unién del radioligando a su receptor varia en funcion de la temperatura. Por ello es
necesario realizar ensayos de unién a diferentes temperaturas y ver a cudl se produce la
méixima union especifica. Mientras que algunos ligandos requieren temperaturas fisiologicas,
otros presentan mayor union especifica a temperaturas entre 0 y 4 °C. La causa por la cual se
podria explicar una mayor unién a baja temperatura podria ser una menor degradacion del
radioligando, una disminucion de la unién inespecifica y el hecho de que algunos
radioligandos tienen una mayor afinidad en estas condiciones.

Regulacion del pH.

Generalmente, el pH suele mantenerse dentro del rango fisiologico, entre 7 y 8. El
agente tamponante mas utilizado es el Tris(hidroximetil}-aminometano, pero no es
necesariamente el mejor y, por lo tanto, para poner a punto un método hara falta determinar
cual es el tampon mas adecuado para el ensayo.

Presencia de iones y GTP.

Cationes como el Na” y el Mg™, entre otros, se afiaden algunas veces al tampon de
incubacion ya que pueden hacer aumentar o disminuir la union especifica del radioligando.
Del mismo modo, algunos nucledtidos como el GTP se afiaden al tampon de incubacién a
concentraciones del orden de 100 mM, al poder afectar el comportamiento del receptor que
se estudia.

3.4.c.- Separacién del radioligando unido del libre.

Una vez se ha incubado el radioligando con el receptor el tiempo necesario para que
se alcance el equilibrio, hace falta separar el radioligando unido al receptor del que ha
_quedado libre para poder cuantificarlo posteriormente. Este proceso es muy delicado ya que
ha de ser lo mas rapido posible para evitar que se altere el equilibrio y poder asi obtener

resultados repetitivos. La separacion puede llevarse a cabo por tres técnicas:
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- Por dialisis.
- Por centrifigacion.
- Por filtracion.

Los tres métodos son vilidos, pero cada uno tiene sus ventajas e inconvenientes, de

manera que la eleccién de uno de ellos dependera de las caracteristicas del ensayo a realizar.

Separacién por dilisis.

Es tedricamente la mas idonea ya que el equilibrio no se altera. Consiste en dos celdas
de dialisis separadas en dos camaras de volumen conocido por una membrana de didlisis que
el radioligando puede atravesar, pero no la proteina. En una de las camaras se coloca la
muestra a estudiar y en otra la disolucién del radioligando. El radioligando tiene tendencia a
igualar las concentraciones a ambos lados de la membrana, por lo que la atravesara y se unira
a la protema. Al llegar al equilibrio tendremos en una celda el radioligando unido a proteina
mas radioligando libre, mientras que en la otra tendremos radioligando libre. Como la
concentracion de radioligando libre sera Ia misma en ambas celdas, la cantidad unida se
obtiene por diferencia de la radiactividad de ambas celdas. La gran desventaja de este método
es su inoperatividad, ya que no permite procesar gran cantidad de muestras a la vez y, por
tanto suele reservarse a casos en que el radioligando presenta una baja afinidad por el

receptor.

Separacion por centrifugacion.

En ésta se procede a la centrifugacién de la muestra una vez se ha alcanzado el
equilibrio. El pellet obtenido corresponde a la proteina més el radioligando unido, mientras
que el sobrenadante contiene el radioligando libre. Un inconveniente que presenta es que el
radioligando libre puede quedar retenido en el pellet originando un error, por lo cual, para
tratar de corregirlo, se usan medios de gran densidad como gradientes de sacarosa. Esta
técnica se utiliza cuando la unién inespecifica es demasiado alta en los filtros o cuando la

velocidad de disociacion del complejo radioligando-receptor es elevada.
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Separacion por filtracion.

Es la técnica mas utilizada en los ensayos de unién de un radioligando a un receptor.
Para evitar la disociacion del radioligando unido del receptor hace falta que la filtracion sea lo
mas rapida posible. Para conseguirlo, la filtracion se hace por vacio a través de filtros de fibra
de vidrio, donde quedaré retenida la proteina con el radioligando unido al receptor, y el
radioligando libre quedara en el liquido filtrado. Un inconveniente es la union inespecifica de
radioligando al filtro, fenémeno que se solventa lavando con tampon el filtro varias veces, una
vez se ha filtrado, y tratando los filtros con una solucién de polietilenimina al 0,5 % antes de
usarlos para evitar la union debida a las cargas eléctricas. Para tratar los filtros también puede

usarse albumina o gelatina.

Sus ventajas son la rapidez y posibilidad de procesar un nimero elevado de muestras
a la vez. Ha sido el método utilizado en el presente trabajo. Sus inconvenientes son la uniéon
inespecifica al filtro, que puede ser grande en algunos sistemas, y que no se puede utilizar
cuando la disociacion es rapida o el radioligando presenta una baja afinidad por el receptor.

3.4.d.- Técnica del centelleo liquido.

Una vez se tiene el complejo radioligando-receptor retenido en el filtro es necesario
detectar y cuantificar la radiacion que contiene para transformarla posteriormente a cantidad
de radioligando unido. Para ello se depositan los filtros en viales de centelleo y se les afiade 10
ml de liquido o coctel de centelleo. La técnica del centelleo liquido se fundamenta en la
conversion de la energia de las radiaciones emitidas por el radioligando en fotones gracias a
su interaccion con los compuestos organicos que contiene el liquido de centelleo. En el
presente trabajo los radioligandos estan marcados con tritio, que emite radiacion B que, al
nteraccionar con el liquido de centelleo, sera convertida en energia electromagnética
(proceso de centelleo) y posteriormente cuantificada instrumentalmente (proceso de
deteccion y cuantificacion).
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Proceso de centelleo.

Esta etapa tiene lugar dentro del vial que contiene el radioligando y el liquido de
centelleo. El liquido o céctel de centelleo se compone de disolventes y del liquido de centelleo
propiamente dicho. Los disolventes contienen grupos aromaticos que captan la energia de las
radiaciones, teniendo lugar ionizaciones y excitacion de moléculas. La energia generada es
transferida a las moléculas del liquido de centelleo, que resultan a su vez excitadas y retornan

a su estado inicial emitiendo la energia en forma de fotones.

La finalidad de este proceso es amplificar la cantidad de fotones que se emite y
disminuir su energia, para que se ajuste a las caracteristicas del aparato contador y a las mas
Optimas para cada radioisotopo.

Proceso de deteccion y cuantificacion.

En este proceso se transforman los fotones emitidos en el centelleo en impulsos
eléctricos que sean detectados por el contador. Los fotones originados son captados por un
fotommltiplicador que, bajo su accion, desprende electrones, consiguiendo de esta manera
amplificar la sefial para su posterior tratamiento electronico. Como la cantidad de fotones
emitida es directamente proporcional a la actividad existente en el vial, para un isotopo dado,
a mayor intensidad de los impulsos registrados, mayor sera la cantidad de radioligando
presente en el vial.

Un parametro a tener en cuenta es la eficiencia de contaje (E), que es la relacion
entre las cuentas detectadas por el contador de centelleo, normalmente expresadas como
cuentas por minuto (cpm), y la actividad real de la muestra expresada como desintegraciones
por minuto (dpm):

E=cpm/dpm

En una situacion ideal, la eficiencia deberia de ser igual a 1 (se detectaria toda la

energia radiactiva); pero en muchos casos no es asi debido a que existen una serie de
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procesos que absorben energia radiactiva para, por ejemplo, producir reacciones quimicas.
Para conocer el valor real de las desintegraciones (dpm) es necesario pues conocer la

eficiencia de contaje del proceso.

Al conjunto de fenémenos que impiden alcanzar el valor ideal de eficiencia se les
denomina "quenching". Los tipos de quenching mas frecuentes son el quenching por el color
(si la muestra con el coctel origina o tiene color, éste absorbe fotones) y el quenching quimico
(la energia se emplea para llevar a cabo reacciones quimicas). Por ello es imprescindible
realizar una curva de calibracion de eficiencia de contaje con el liquido de centelleo que se
utilice y patrones de actividad conocida para asi conocer la eficiencia real y calibrar el aparato

con los valores obtenidos.

3.5.- Descripcion de los ensayos de union.
3.5.a.- Incubacion.

La incubacion es la etapa donde el radioligando interacciona durante un tiempo
determinado con el receptor. En nuestros experimentos se mantuvo una temperatura entre 0 y
4 °C. El radioligando empleado ha sido la [N-metil-’Hnisoxetina-HCl (New England
Nuclear), de actividad especifica 80,6 Ci/mmol, en solucién etanélica, conservado a -30 °C en
su disolvente de origen.

Cabe destacar que las disoluciones de radioligando se degradan con rapidez al
almacenarlas, incluso en frio y durante cortos periodos de tiempo, debido al intercambio del
trtio con los protones del agua y por fenémenos de autoradidlisis (aceleracion de las
reacciones de degradacion de la molécula que incorpora el radiomiclido debido a la energia
que se desprende en las desintegraciones). Por otra parte, es necesario efectuar las diluciones
del radioligando en tubos de vidrio, ya que el plastico se ha visto que puede absorber la
radiactividad. Por todo ello, todas las diluciones de radioligando se han realizado en tubos de
vidrio de borosilicato, en el momento justo de realizar el experimento y en la cantidad justa
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que se iba a emplear en el mismo, a partir de la solucion etandlica proporcionada por el
proveedor, y empleandose de forma extemporanea.

En nuestros experimentos, 1a incubacion se ha llevado a cabo a una temperatura entre
0 y 4 °C (introduciendo los tubos en hielo picado). El tiempo de incubacién, obtenido a partir
de los resultados de los ensayos cinéticos de asociacion (ver resultados), ha sido de 3 horas.
Las concentraciones proteicas han sido siempre las mismas para un ensayo determinado,

siendo de 50 o 100 pg de proteina en un volumen de incubacion final de 250 plL

Una vez preparados los tubos y las diluciones de firmacos competidores, la
incubacion se inicia al poner en contacto 125 pl de la suspension proteica (diluida de tal
manera que en el volumen final se alcance la concentracion deseada), con 125 pl de dilucion
del radioligando (2 nM) , resultando una concentracion final de 1 nM (ensayos cinéticos y de
competicion).

Seguidamente, los tubos se introducen en hielo picado y se mantienen en el mismo
durante tres horas, pasadas las cuales se procede a la separacion del radioligando unido del
libre.

3.5.b.- Separacion del radioligando unido del libre y contaje.

El método de separacion escogido para la separacion del radioligando unido del libre
ha sido la filtracién. Pasado el tiempo de incubacién, se para la reaccién afiadiendo al tubo 4
ml de tampén Tris-HC1 50 mM fiio e inmediatamente se filtra el contenido a través de filtros
de fibra de vidrio (Whatman GF/B) colocados en un aparato de filtracién multiple (Millipore)
conectado a una bomba de vacio. El tubo y los filtros se lavan dos veces afiadiendo 4 ml mas
de tampon cada vez Los filtros habian sido pretratados con una solucién de polietilenimina al
0,5 % (apartado 3.3.c de esta seccién) durante un minimo de 15 min. a fin de reducir la unién

especifica de radioligando a los mismos.
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Una vez realizada la filtracion, los filtros se colocaban en viales de plastico y se afiadia
a cada uno de ellos 10 ml de cdctel de centelleo (Biogreen 1). Pasada 1 hora, se procedia al
contaje de la radiactividad mediante un contador de centelleo (Beckman LS-1800).

3.5.c.- Tratamiento de los resultados.

Los datos obtenidos de la deteccion de la radiactividad presente en los viales,
expresados en dpm en funcion de la eficiencia, se procesan en un ordenador que ejecuta un
software capaz de calcular las constantes a partir de los mismos y de representar graficamente
los resultados. El paquete de programas utilizado ha sido el KINETIC, EBDA, LIGAND
(McPherson y col. 1980).

3.5.d.- Ensayos realizados.
Ensayos de saturacion.

En este tipo de ensayos se mide el incremento de la union especifica al aumentar la
concentracion de radioligando, manteniéndose constante el tiempo de incubacion y la
concentracion proteica. La cantidad de complejo radioligando-receptor se calcula en funcién
de la concentracion de radioligando libre. Estos experimentos proporcionan dos constantes de
gran importancia en la caracterizacion de un receptor, la Kp (que mide la afinidad del
radioligando por el receptor) y la B, (que proporciona la densidad de receptores del tejido).

La expresion matematica que relaciona la concentraciéon del complejo radioligando-

receptor y el radioligando libre es:

donde B es la cantidad de radioligando unido, By 12 maxima cantidad de radioligando unida
al receptor (es decir, el nimero maximo de receptores), y F' es la cantidad de radioligando
libre. Esta ecuacion genera un hipérbola rectangular, como se observa en la figura 7. Cuando
la concentracion de radioligando h'b_re es igual a la Kp, la cantidad de radioligaﬁdo unida al
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receptor corresponde a la mitad de la Bu. Asi pues, la Kp es la concentracién de
radioligando que ocupa la mitad de 1a Bu. A menor valor de la Kp, mayor afinidad del
radioligando por el receptor.

El procedimiento a seguir para realizar estos ensayos es preparar diluciones del
radioligando a concentraciones crecientes para conseguir llegar a ocupar todos los receptores
presentes en el tejido de estudio, manteniéndose constante la concentracién proteica y el
tiempo de incubacion. De cada concentracion de radioligando se efectuaran controles para
saber la cantidad de radiactividad total afiadida a cada tubo, asi como la union inespecifica en
presencia de ligando frio (en nuestro caso, desipramina) a una concentracién de 10 uM. La
evolucion de la union total a inespecifica a diferentes concentraciones de radioligando se
muestra en la siguiente figura:

12000
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Radioligando unido (dpm)

0 50000 100000 150000 200000 250000
Radioligando libre (dpm)

Figura 7.- Evolucion de la unién de un radioligando a diferentes concentraciones. UT: unién
total. UL union inespecifica. UE: union especifica.

El programa informatico de tratamiento de los datos (EBDA) se encarga de hacer las

pertinentes transformaciones a partir de los datos experimentales.

La representacién de Scatchard permite determinar la B aunque no se haya
conseguido saturar los receptores. Se deduce tal como se explica a continuacion:
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.F '
max : .K,)+(B-F)=B,_ -F;
KD_I_F,eslonnsmoque(B KD) (B-F)=B,,

Volviendo a la ecuacién B =

B-K :
dividiendo ambos términos por /' obtenemos 7 2 +B=B,__,Y, aislando B/F resulta

B B, B - i
——=-———-E-,queeslmae:q)remonquecmrespondea]aecuaclondelmarectaya que se
D

ed; i g, LB+B”“
puede reorgamzar o F— KD KD.

Asi pues, en la representacion de Scatchard (fig.8) se representa en abscisas la
concentracion de radioligando unido (B) frente al cociente de radioligando unido dividido por
el libre (B/F). De este modo se obtiene, si el radioligando interacciona con una tnica
poblacion de receptores, una recta cuya interseccion con el eje de abscisas corresponde al
valor de la B y cuya pendiente es -1/Kp, Si existe mas de una poblacion de receptores y las
Kp para cada una de ellas es diferente, se obtiene una curva que puede descomponerse en dos
rectas, la pendiente de cada una de las cuales proporcionara el valor de la Kp para cada

poblacion.
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Figura 8.- Representacion de Scatchard. La pendiente de la recta es -1/Kp, mientras que su
terseccion con el eje de abscisas proporciona el valor de 1a Bpax.

Otra de las transformaciones que se realizan a partir de los ensayos de saturacion es la
representacion de HillL la cual permite determinar si la interaccion que se estudia es o no
bimolecular. La ecuacion de Hill es la siguiente:

B __IF"
Buw  KpHIFT
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Cuando n = 1, la interaccién obedece la ley de accion de masas para reacciones
bimoleculares. En esta ecuacion, n representa el nimero de lugares de unién por molécula de
receptor. Para facilitar su representacion, la anterior expresion matemaitica puede
transformarse reagrupando términos y aplicando logaritmos:

(B-k,)+(B-[F)") = B, -[FI";
B-K,'=(B,. - B)-[FI";

B [ ",
B _BKD—[F]’

B _LA",
B.-B K,

= (n -log[F]) -log K,

logB oy

La representacion de Hill representa el log (B/Bn-B) frente al log [F] (fig.9). La
pendiente de la recta resultante, n, se denomina coeficiente de Hill (7). Si el valor de dicho
coeficiente no difiere de 1a unidad, Kp’ es igual a Kp. En este caso, la poblacion de receptores
ocupada por el radioligando sera de un solo tipo, la interaccién farmaco-receptor sera
bimolecular y cumplira la ley de accion de masas. En el caso de que hubiera més de un tipo de
poblacion de receptores ocupada, el coeficiente de Hill s6lo podria ser 1 si las afinidades del
radioligando por los subtipos de receptor fueran iguales y los diferentes lugares de unién no

mteraccionaran entre si

Si ny es mayor que 1, existe cooperatividad negativa en la interaccion firmaco-
receptor. Si es menor que 1, hay diversas posibles interpretaciones: existe cooperatividad
negativa, o hay diferentes poblaciones de receptores que no interacionan entre si o bien hay
mmiltiples estados interconvertibles en los que la afinidad no varia.
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log (B/Bpax — B)

_1.5 L. L 1 1 J
-10 -9 -8 -7

log [LIBRE]

Figura 9.- Ejemplo de representacion de Hill. La pendiente de la recta corresponde al
coeficiente de Hill (7).

Ensayos cinéticos.

En estos ensayos se determina la variacion de la unioén de un radioligando en funcién
del tiempo. Podemos distinguir 2 tipos: ensayos cinéticos de asociacion y cinéticos de disocia-

cion.

La finalidad de los ensayos de asociacion es determinar el tiempo que se tarda en
saturar el nimero maximo de receptores a una concentracion de radioligando determinada.
De este modo se obtiene el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio entre radioligando y
receptor a esta concentracion de radioligando, que sera de utilidad en los ensayos de
saturacion y competicion. Ademas, de estos estudios se obtiene la constante observada de
asociacion (K.) y de los de disociacion la constante de disociacién (K;). A partir de estos
dos valores, se puede obtener la constante de asociacion (K.,) aplicando la ecuacion descrita

en el apartado 3.4.a. Sitenemos en cuenta que:

K.
K.
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los estudios cinéticos nos permiten obtener una aproximacion de la Kp que, optimamente, ha
de ser del mismo orden que la obtenida mediante los estudios de saturacion.

La metodologia a seguir en los ensayos de asociacién consiste en preparar tubos con
la misma concentracion de radioligando y proteina, pero variando el tiempo de incubacion de
los mismos. En nuestro caso, hemos escogido un intervalo de tiempo que comprende desde 5
minutos hasta cuatro horas (5', 15', 30, 60', 120", 180°, 210’ y 240’), procediéndose a la
filtracion de los tubos una vez se cumple el tiempo de incubacion que tiene fijado cada uno.
De cada tiempo se calcula la correspondiente unién total y unién inespecifica, esta ultima en
presencia de una concentracion de ligando frio de 10 uM.

Una vez realizado el ensayo de asociacion, se determina la unién especifica (UT-UI)
para cada tiempo y se representa la curva de asociacion que, si se linealiza con el método de
pseudo primer orden o se¢ trata con un software de regresion no lineal nos dara el valor de
Ko, De manera altemativa, puede calcularse el logaritmo neperiano de la cantidad de
radioligando unido en el equilibrio (B.) dividida por la diferencia entre B, y la cantidad de
radioligando unido en el tiempo t (B) y representarlo respecto al tiempo segin la ecuacién:

InB,/B,-B=(K.F+Ki)t+ Kt

y con ello se obtiene una recta cuya pendiente nos da el valor de Ky, tal como nmestra el
siguiente ejemplo (pagina siguiente): '
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Figura 10.- Representacion del /n (B, / B, - B) respecto al tiempo de incubacion. El valor de
la pendiente de la recta es 1a K,

Los ensayos cinéticos de disociacion proporcionan el valor de K. Para realizar el
ensayo se incuban los tubos con la proteina y el radioligando el tiempo suficiente para que se
alcance el equi]ibno (3 horas en nuestro caso) y, pasado este tiempo, se afiade una cantidad
de ligando frio (desipramina) tal que su concentracion final sea de 100 uM para que empiece
a disociarse el radioligando unido del receptor. La representacion de la union especifica en
funci6n del tiempo transcurrido desde la adicion del ligando fiio es Ia curva de disociacion.

A partir de la curva de disociacion y con un programa de regresion no lineal puede
obtenerse la K. Otra manera de obtener esta constante es representar el logaritmo neperiano
del cociente entre la unién especifica a un tiempo determinado (B) y la resultante en el tiempo
0 de adicion del ligando frio (Bo) respecto al tiempo, siendo el valor de la pendiente de la
recta de regresion resultante -K.;, tal como muestra la siguiente grafica:
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Figura 11.- Representacion del In (B / Bo) respecto al tiempo de disociacion.

A partir del valor de K, se puede obtener el valor de la vida media de disociacion:

‘= 0,693
v2="p

Ensayos de competicion,

En estos ensayos se mide la afinidad que tiene un determinado compuesto, no
marcado radiactivamente, para el receptor que se estudia en fincién de su capacidad para
competir con el radioligando por el mismo receptor. Los parametros que se mantienen
constantes son las concentraciones de radioligando y de proteina, que se ponen en contacto
con diferentes concentraciones de la sustancia competidora. El tiempo de incubacion para
estos ensayos ha sido de 3 horas, transcurridas las cuales se procedi6 al filtrado del contenido
de los tubos tal como se ha explicado anteriormente. A medida que la concentracion de
competidor es mayor, cabe esperar una menor cantidad de radioligando unido al receptor.
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Estos estudios sirven también para demostrar una especificidad farmacoldgica, es
decir, el radioligando que se estudia debe ser desplazado o, mejor dicho, competir con todos
los farmacos de su mismo grupo farmacologico.

Si se representa la union especifica frente al logaritmo de la concentracion de
competidor o desplazante se obtiene una curva sigmoidea (fig. 12) en el caso de que exista un
unico ligar de union. La ecuacion que relaciona la concentracion de radioligando unido (B)

con la concentracion de desplazante (/) es la siguiente

B, -F

o)

B=

siendo K; la afinidad del competidor por el receptor. La concentracion de desplazante a la
cual la unién del radioligando es la mitad de la total (sin desplazante) de denomina Cls, 0
concentracion inhibitoria 50 %.

100
80

60 -

20

X UNION ESPECIFICA

0 | L 1 1 L
-1 -10 -9 -8 -7 -6 -5

log [desplazante] (M)

Figura 12.- Representacion ejemplo de la disminucion de la unién especifica respecto a la
concentracion de farmaco desplazante.
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4.- ENSAYOS DE CAPTACION DE PHINORADRENALINA

4.1.- Tampones utilizados.

Para estos ensayos se ha utilizado la solucion salina de Krebs-Henseleit, de
composicion igual a la descrita en el apartado 2.2 de esta seccion, pero afiadiéndosele un 0,1
% de acido ascorbico para evitar la oxidacion de la noradrenalina.

4.2.- Descripcion de los experimentos.

Se ha cuantificado el transporte de noradrenalina a través de la membrana
citoplasmitica en fimcion de la cantidad de noradrenalina tritiada que se incorpora del medio
de incubacién al conducto deferente, en ausencia o en presencia de los ligandos ¢ y PCP. El

proceso de captacion suele denominarse bajo el término inglés uptake.

La obtencion de los conductos deferentes se realizd segun se describe en el apartado
1. Una vez extraidos y limpios, se biseccionaron en parte epididimal y parte prostitica. En
estos experimentos se ha utilizado la parte epididimal, ya que en ella predomina la
neurotransmision adrenérgica, mientras que alguna de las partes prostiticas se utilizo para
realizar controles de eficiencia del contaje.
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Las partes epididimales fueron a continuacién suavemente secadas con papel
absorbente y pesadas, recortandose, si fuera necesario, para que estuvieran comprendidas en
un peso entre 10 y 20 mg. Una vez anotado el peso, se introdujo cada una en un vial de vidrio
que contenia 10 ml de solucion de Krebs-Henseleit previamente oxigenada con gas
carbbgeno, introdujéndose seguidamente en un bafio Maria a 37 °C, donde se dejaron
preincubar y estabilizar durante 30 min., con aireacion continuada de carbogeno.

El proceso de uptake se iniciaba, después de la preincubacion, con la transferencia de
los tejidos a tubos de plastico que contenian 0,95 ml de solucion de Krebs-Henseleit sin
(controles) o con el firmaco inhibidor a Ia concentracién deseada, previamente atemperada y
oxigenada. Pasados 10 min., se afiadi6 a cada tubo 50 pl de una dilucion de levo [7-
*H]noradrenalina (New England Nuclear, actividad especifica 10,3 Ci/mmol) preparada para
alcanzar una concentracion final de 0,1 uM y se dejo incubar 3 min. a 37 °C. Este tiempo fue
el escogido ya que corresponde al tramo lineal en la cinética de incorporacion y coincide con
el utilizado en otras fuentes bibliograficas (Finberg y col., 1992).

La incorporacién no especifica se determiné ncubando la misma cantidad de
radioligando en presencia de un exceso de noradrenalina fria (3 mM) y a una temperatura de
0 - 4 °C, a la cual el transportador no es funcional y, por tanto, solo se fijara radioligando a
lugares inespecificos. Para determinar el efecto de la captacién no neuronal se realizaron unos
experimentos en presencia de B-estradiol 3,17 bisulfato a fin de bloquearlo y compararlo con
la incorporacién total. Debido a que no se encontré diferencia, los experimentos siguientes se
realizaron en ausencia se dicho esteroide.

Pasados los 3 min. de incubacion, se sacaron, con ayuda de unas pinzas, los 6rganos
de los tubos y se procedi6 al lavado secuencial de los mismos 4 veces en 200 ml de solucién
de Krebs-Henseleit fria (0 - 4 °C). Seguidamente, se introdujeron en viales de centelleo y se
les afiadi6 0,5 ml de solubilizador de tejidos (Solvable®), dejindose disolver en un bafio Maria
a 50 °C durante 3h.

-87-



MATERIALES Y METODOS

Una vez solubilizados, se retiraron del baiio, se dejaron alcanzar la temperatura
ambiente y se les afiadié 10 ml de coctel de centelleo Ecolite®(+). Pasados 30 min. se
procedié al contaje de la radiactividad incorporada mediante un contador de centelleo
(Beckman LS 1800), con una eficiencia de contaje alrededor del 40 %.

4.3.- Tratamiento de los resultados.

A fin de determinar la eficiencia en el contaje de las muestras experimentales a partir
de las cpm obtenidas, se realizaron controles de eficiencia a partir de fragmentos de partes
prostaticas de peso similar a la de las otras muestras. Para ello, los tejidos se colocaron en el
vial de centelleo y se les afiadi6 50 pl de la dilucién de noradrenalina tritiada, de actividad
conocida y, por tanto, se podian calcular las dpm tedricas a partir de ellas. Al afiadirse el
coctel de centelleo y procederse al contaje de la muestra, se podia relacionar el valor en cpm

obtenido con las dpm teéricas teniendo, por lo tanto, la eficiencia.

Una vez pasadas las cpm a dpm de las nuestras problema, en fimcion de la eficiencia
calculada, la actividad de cada una se refiri6 a la unidad de peso del tejido dividiendo por el
respectivo peso en mg. Seguidamente se restd el valor en dpm correspondiente a la
incoporacién inespecifica y la cantidad de ["H]NA incoporada en finoles se calcul a partir de
las dpm dividiendo por la actividad especifica del radioligando (Ci/mmol) . El pocentaje de
inhibicion del uptake a las diferentes concentraciones de inhibidor se calcul6 respecto a la

incorporacion total (en ausencia de nhibidor).
Los resultados, en porcentaje de incoporacion, se intodujeron en el programa de

regresion no lineal GraphPAD InPlot (GraphPAD software, San Diego, CA, USA), que
proporciono el valor de la concentracion inhibitoria 50 % (Cls) para cada ligando.
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S.- EXPERIMENTOS SOBRE LA PRESION ARTERIAL.

5.1.- Fundamento.

Una vez estudiados los efectos de los ligandos sigma y PCP ensayados sobre el
transporte de la noradrenalina mediante técnicas in vifro se paso a estudiar el efecto de
uno de ellos, el MK-801, en animal entero. Ya que el MK-801 provocaba una
potenciacion de las respuestas a NA, seria de esperar que esta potenciacion, a nivel

sistémico, se tradujera en un incremento de la presion arterial

Los experimentos en animal entero presentan una serie de caracteristicas que los
hacen complementarios de los in vitro, ya que indican con mayor probabilidad el efecto
que tendran los farmacos en el organismo sometidos a los mecanismos de regulacién de
éste, aunque a veces es mas dificil precisar con exactitud los lugares y mecanismos de

accion.
En el aspecto técnico cabe destacar que, dada la gran variabilidad biolégica de los

animales in vivo, se tienen que considerar especialmente las condiciones de la

preparacion: anestesia, respiracion, temperatura corporal, etc.
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La preparacion elegida ha sido el montaje de presion arterial cruenta en rata
anestesiada. Ha de tenerse en cuenta que la modificacién farmacolégica de la presion
arterial en un animal vivo no es un fenémeno simple, sino la integracion de mecanismos

diferentes que se pueden resumir en:

- Sobre el contenido vascular:
- Acciones cardiacas.
- Acciones sobre la volemia real.

- Accion sobre la volemia efectiva (retorno venoso).

- Sobre la resistencia vascular.
- Sobre el SNC.

5.2.- Animales empleados y procedimiento quirugico.

Los animales utilizados en estos experimentos han sido ratas Wistar macho
adultas, de peso comprendido entre 250-325 g, estabuladas bajo las mismas condiciones

que las utilizadas en los otros experimentos.

El estudio se realiz6 en rata normal, rata reserpinizada y rata desmedulada.
5.2.a.- Rata normal.

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sodico (70 mg/kg, 10 ml/’kg, ip) y a
continuacion se procedié quinirgicamente a su preparacion para el experimento
canulando las vias necesarias.

La técnica general de canulacién de cualquier estructura organica tubular (vasos,
traquea, etc.) conlleva pasar dos hilos a su alrededor; el que queda en sentido distal

servird para detener el flujo sanguineo que saldria al exterior, mientras que el otro se ata

alrededor de la canula y sirve para fijarla al vaso.
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Para poder introducir la cinula en los vasos se realiza una incision entre los dos
hilos mediante una aguja de jeringa en la direccion de la canulacién. En el caso de los
vasos se ha de ir con cuidado con la diseccion de sus cubiertas serosas a fin de evitar
canulaciones extravasculares. Seguidamente, se introduce la cinula con mucho cuidado y
se entra el trozo suficiente para que pueda ser atado por encima con uno de los hilos.

Los vasos canulados fueron los siguientes:

- La vena femoral derecha. Fue la via de administracion de los farmacos (fig. 13).

- La vena yugular izquierda. Permitia administrar una dosis de mantenimiento de
anestésico mediante perfusion.

- La arteria carétida izquierda. Conectada a través de la canula al transductor de presién
era la que proporcionaba el registro de la misma (fig. 14).

Para la canulacion de los vasos se emple6 tubo de polietileno de didmetro externo
1 mm para la arteria carétida (diametro interno 0,5 mm) y de 0,61 mm para las venas
femoral y yugular (diametro interno 0,28 mm). Las canulas contenian suero fisiolégico
heparinizado (0,5 %) y estaban conectadas a la aguja de una jeringuilla de 1 ml Ilena de

suero fisiologico.
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Figura 13.- Canulacion de la vena femoral.
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NERVIO VAGO

ARTERIA CAROTIDA
TRAQUEA
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Figura 14.- Localizacion anatémica de la arteria carétida, la vena yugular, la tréquéa yel

nervio vago.
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A continuacién se practicaba también una traqueotomia para evitar la obturacion

de la traquea por el aumento de secreciones provocado por el pentobarbital.

Como el centro termorregulador del SNC se encuentra deprimido durante la
anestesia, los animales pequefios como la rata pueden sufrir pérdidas importantes de
calor a través de la piel y del intercambio de gases de la respiracion, produciéndose una
hipotermia. Por ello, la temperatura del animal era mantenida a 37 °C mediante una
manta eléctrica en funcién de la temperatura rectal proporcionada por una sonda
conectada a un termostato (temperature control unit HB 101/2, Letica).

Una vez finalizado el procedimiento quirirgico, la canula de la cardtida se
conecto a un transductor de presion (Letica TRI-021) acoplado a un amplificador PRS-
205 y éste a un registrador Unigraph 1000 (ambos de Letica).

A continuacion, la canula de la yugular se conectaba a una jeringa impulsada por
un perfusor (Harvard Apparatus, Pump 22) que proporcionaba una dosis de

mantenimiento de pentobarbital de 12 mg/kg/h en un volumen de 1 ml/h.

El animal asi montado se dejaba estabilizar 30 minutos antes de empezar la
administracion de los farmacos.

Vagotomia bilateral.

A algunas ratas se les practico una vagotomia bilateral para determinar si las
variaciones de presion observadas se debian a un reflejo mediado por el sistema
parasimpatico. Al seccionar los nervios vagos (situados al lado de las carétidas) se
interrumpe la transmisioén parasimpatica mediada por los mismos.

5.2.b.- Rata reserpinizada.

La administracién de la resepina se llevé a cabo de la misma forma descrita en el

apartado 2.6.b de esta seccion, 16 h antes de iniciar el experimento.
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La preparacion quirirgica y medida de la presion arterial se llevaron a cabo tal

como se ha descrito en el apartado anterior.

5.2.c.- Rata desmedulada.
Finalidad.

La preparacion farmacologica de la rata desmedulada fue descrita en el aiio 1947
por Shipley y Tilden y desde entonces ha sido muy utilizada para el estudio de los efectos
presores de los firmacos. En esta preparacion, tanto el encéfalo como la médula espinal
quedan destruidos, el tono simpatico vasoconstrictor se anula y se pieden los controles
centrales y reflejos del sistema cardiovascular. Por ello también se tiene que mantener
artificialmente la respiracion y la temperatura. El animal desmedulado presenta una
presion arterial media baja (45-50 mm Hg), pero ésta es mas estable y sensible a los
agentes presores que en el animal no desmedulado. Dado que el control neurogénico de
la presion se elimina, la presion arterial se mantiene por accion del sistema renina-
angiotensina, por la vasopresina y, principalmente, por las propiedades intrinsecas del
sistema cardiovascular (Carbonell y col., 1986).

Preparacion.

Una vez anestesiado el animal con pentobarbital (80 mg/kg) se colocaba sobre
una tabla quinirgica donde se le practicaba una traqueotomia y se canulaba la traquea,
que se conectaba a una bomba de respiracion (Harvard Apparatus). El niimero de
emboladas por minuto y el volumen de cada embolada se calcula en funcioén del peso del
animal. En general, para animales pequefios (70-800 g) el vohmien de aire por embolada
es pequeiio y el nimero de emboladas es grande, mientras que en animales grandes (1-40
kg) se da la situacion contraria. En el caso de la rata, se han calculado unas 60
emboladas por minuto, con un volumen de embolada de 1 ml por cada 100 g de peso
(Flavahan y McGrath,1981).
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Seguidamente se procedia a la desmedulacion: se mantenia la rata vertical,
sosteniéndola con un mano por el craneo de tal manera que la columna vertebral quedara
en linea recta, mientras que con la otra mano se introducia oblicnamente una varilla
metalica de unos 25 cm de largo y de 1,5 mm de diametro (con un extremo puntiagudo),
formando un angulo de 45° con la columna vertebral, a través de una 6rbita ocular y del
foramen magnum de manera que atravesara hasta el final la columna vertebral y se
destruyera toda la médula espinal. Una vez desmedulada la rata, la varilla no se extraia, a
fin de impedir la hemorragia.

A continuacion se canulaba la vena femoral derecha para administrar los
farmacos, y la cardtida izquierda para la medida de la presion. También se practicoé una
vagotomia bilateral y se ligo la cardtida no canulada para evitar el riego sanguineo al
cerebro y suprimir cualquier indicio de actividad central.

La temperatura se mantenia a 37 °C mediante una manta eléctrica en funcion de

la temperatura rectal.

Finalizado el montaje, se dejaron 30 min. de estabilizacion antes de administrar
los farmacos.

5.3.- Protocolo experimental.

5.3.2.- Administracion del MK-801.

Una vez pasado el tiempo de estabilizacion del animal, si éste mantenia un
registro de presion constante, se procedia a iniciar las administraciones de firmaco.
Antes de administrar el MK-801 se realizaba una administracién del mismo volumen de
suero fisiolégico (1 mlkg) con la finalidad de determinar el incremento de presion
debido al aumento de volemia provocado por el vehiculo. Pasados 15 min. de

estabilizacion, se procedia a administrar el MK-801 a diferentes dosis, dejando 15 min,
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de recuperacion entre las administraciones. Las dosis utilizadas fueron 0,05; 0,1; 0,15;
0,2y 0,3 mg/kg.

5.3.b.- Propranolol.

Considerando la posibilidad de que la caida de presion subsiguiente a la subida
inicial observada tras administrar el MK-801 fuera debida a un efecto B-adrenérgico, se
realizaron una serie de experimentos en los cuales se administr0 el antagonista (-
adrenérgico propranolol previamente al MK-801.

La pauta seguida fue, una vez estabilizada la rata, administrar una dosis de
propranolol (se probo 1, 3 y 5 mg/kg) y, a los 5 min. aproximadamente, cuando se
estabilizaba el registro, se administraba el MK-801.

5.3.c.- Prazosina.

Este antagonista a;-adrenérgico se emple6 para determinar si el aumento inicial

de presion arterial al administrar el MK-801 era mediado por estos receptores.

La dosis empleada se fijo de tal manera que fuera capaz de inhibir la subida de
presion provocada por 3,3 pg/kg de adrenalina (10 nmol/kg), siendo pues de 0,08
mg/kg.

El protocolo seguido consistia en, una vez estabilizado el animal, administrar la
prazosina, esperar que se estabilizara la presion y, seguidamente, administrar el MK-801.

5.3.d.- Potenciacion del efecto presor de la noradrenalina.
Debido a que la respuesta presora del MK-801 per se era, aunque significativa,

pequeiia, se evalu6 el grado de potenciacion que inducia este compuesto sobre la

respuesta presora originada por la administracién de una dosis de noradrenalina. Si el
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efecto del MK-801 se debia a una inhibicién de la recaptacion de noradrenalina, la

respuesta presora a una dosis de dicho neurotransmisor deberia potenciarse.

Los experimentos se realizaron en rata desmedulada, tal y como se detalla en el
apartado 5.2.c de esta seccion. Una vez estabilizado el animal y evaluado el efecto del
vehiculo (suero fisiolégico 1 ml/kg) se administraron dos dosis de NA de 0,17 pg/kg (0,5
nmol/’kg) espaciadas 10 min. entre ellas, que servirian de control. Pasados 10 min. mas,
se administr6 el MK-801 (0,3 mg/kg) y a los 3 min. se administr6 de nuevo la NA,

calculandose el porcentaje de potenciacion respecto al control
5.4.- Analisis de los datos.

Los valores de presion arterial se obtuvieron contando manualmente el
desplazamiento (en mm) de la pluma del registrador y pasandolos a mm Hg en funcion

del fondo de escala seleccionado (normalmente, 1 mm en el papel equivalia 2 mm Hg).

El valor de incremento neto de presion se calculé restando el valor del

incremento provocado por el vehiculo del incemento provocado por el farmaco.

Todos los resultados se han expresado como la media + EEM (error estindar de

la media) de » experimentos diferentes.
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6.- FARMACOS, REACTIVOS Y MATERIAL EMPLEADOS.

6.1.- Firmacos y reactivos.

-Levo [7-’H]noradrenalina .
~[N-metil-’H]Nisoxetina-HCl

Obtenidos de New England Nuclear (Dreiech, Alemania)

-(+)-MK-801 Hidrogeno-maleato

Adquirido a Research Biochem. Int. (Natick, MA, USA).

- (+)-3-PPP.

- Adrenalina bitartrato.

- Colina-HCL

- Coomassie Brilliant Blue G-250
- Desipramina-HCI

- Dextrometorfano-HBr-H,O.

- Fenciclidina-HCL

- Glicina.

- Haloperidol.
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- Noradrenalina bitartrato.

- Pentobarbital sodico.

- Polietilenimina (sol. acuosa al 50 % v/v)

- Prazosina-HCL

- Propranolol

- Reserpina (metil reserpato éster del acido 3,4,5-trimetoxibenzéico).
- Tenociclidina-HCL

- Yohimbina-HCL

Obtenidos de Sigma, Chem. Co.(St. Louis, MO, USA).

- Dextrorfano

Obtenido de ICN Biomedicals (Cleveland, OH, USA)

- D-AP5, adquirido a Tocris Cookson (St.Louis, MO, USA).

- Albumina sérica bovina (Merck, Darmsadt, Alemania)

- Coctel de centelleo Biogreen 1 (Scharlau, F.E.R.O.S.A., Espaiia)

- Coctel de centelleo Ecolite (+) (ICN Biomedicals, Cleveland, OH, USA)

- Solubilizador de tejidos Solvable (Du Pont, Alemania)

- Las sales y reactivos de laboratorio de uso general se adquirieron a Panreac (Montplet
& Esteban, S.A., Espaiia).

Las disoluciones sfock de los farmacos, conservadas a -80 °C, excepto para la
‘reserpina y el haloperidol, se prepararon con agua bidestilada y las diluciones de las
mismas con solucion de Krebs-Henseleit o con tampon Tris-HCI segin la técnica a

seguir. En el caso de que fueran a administrarse in vivo, las diluciones se prepararon en
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suero fisiologico (NaCl 0,9 %). El haloperidol se disolvié en etanol y las diluciones se
prepararon de tal manera que la concentracion de etanol en la copa del baiio o en el tubo
de incubacion fuera inferior al 0,1 %. La reserpina, debido a su poca solubilidad en agua
~ se prepar0 en forma de suspension, tal como se indica en el apartado 2.6.b El
dextrorfano requiri6 una minima cantidad de etanol en el agua para disolverse y las

diluciones se realizaron como se ha descrito para los otros compuestos.

6.2.- Material fungible.

- Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/B (2,5 mm). (Whatman Scientific Ltd.,
Maidstone, Kent, UK)

- Tubos de vidrio de borosilicato de 12 X 75 mm (Corming).

- Viales de centelleo de 20 ml (Servicios Hospitalarios, Barcelona)

6.3.- Aparatos.

- Amplificador de presion Letica PRS-205.

- Amplificadores Letica ISO 506.

- Aparato de filtracion multiple por vacio (Millipore)
- Baiio de 6rganos de 4 copas Letica.

- Bomba de perfusién Harvard Apparatus, Pump 22,
- Centrifuga preparativa Beckman J2-21.

- Contador de centelleo liquido Beckman LS 1800.

- Espectrofotometro Shimadzu U-1203.

- Estimulador Grass S88.

- Homogeneizador de tejidos Polytron (Kinematica).
- Registrador Letica PolyGraph 4006.

- Registrador Letica Unigraph 1000.

- Transductor de presion Letica TRI-021.

- Transductores de tension isométricos Letica TRI 110.
- Ultracentrifuga Beckman L8-55M.

- Unidad de control de temperatura Letica HB 101/2.
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1.- EXPERIMENTOS EN ORGANO AISLADO.

1.1.- Experimentos con MK-801.

1.1.a.- Efecto del MK-801 sobre las respuestas inducidas por estimulacion

eléctrica.

El MK-801 (3,7 uM) per se, incrementé significativamente tanto las respuestas
inducidas por estimulacion eléctrica (46,60 % * 5,09, n = 6, P < 0,05) (fig. 1) como el
tono basal en una soluciébn de Krebs-Henseleit libre de magnesio. Este efecto
potenciador incrementaba significativamente por la presencia de magnesio en el medio

(251,75 % + 13,35, n = 6, P < 0,02).

Por lo tanto, a fin de obtener la mixima potenciacién posible, todos los

experimentos siguientes se llevaron a cabo con solucién de Krebs-Henseleit con Mg®".
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Figura 1.- Efecto del MK-801 (3,7 uM) sobre las contracciones inducidas por
estimulacion eléctrica en la porcion epididimal del conducto deferente de rata en un
medio libre de Mg®*. “L” indica lavado del firmaco.

1.1.b.- Efecto del MK-801 sobre las respuestas inducidas por noradrenalina.

El MK-801, a las concentraciones ensayadas (0,3; 0,5; 1; 2,7 y 5,3 uM) potencié
de forma altamente significativa el efecto de la NA en las curvas concentracion-respuesta

acumulativas en la porcion epididimal del conducto deferente de rata.

Dicha potenciacion se tradujo en una disminucion concentracion-dependiente del
valor de la concentracion eficaz 50 (CEsg) para la NA (tabla I), asi como en un
desplazamiento de las correspondientes curvas sigmoideas hacia la izquierda (fig. 1).
Para el MK-801 se obtuvo un valor de K; (segiin Kenakin 1987) de 1,53X 10° M para la
potenciacion del efecto de la NA. (fig. 2).
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_— | 0,99'5 0, 1"i | 12
0,3 0,57 + 0,20% 14
0,5 0,38 £ 0,02%** 19

1 0.23 £ 0,06%%* 8
27 0,00 £ 0,000%%* 12
5.3 0,06 + 0,01%%* 12

Los resultados estan expresados como la media + el error estandar de la media (EEM) de
“n” experimentos diferentes. ANOVA y comparacion entre pares de valores por test de
la # de Bonferroni: ** P < 0,01, *** P < 0,001 vs. grupo control (ausencia de MK-801).

120

% Emax

10~° 107 1077 107¢ 1078 1074
NA [M]

Figura. 2.- Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de diferentes
concentraciones de MK-801. ® Control; A MK-801 0,3 uM; ® MK-801 0,5 uM,
MK-8011 puM; A MK-8012,7 pMy [0 MK-801 5,3 uM.
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Figura 3.- Representacion grafica y regresion de la ecuacion del apartado 2.9.c de
Materiales y métodos para el calculo de la K; para el MK-801 como inhibidor de la
captacion de la NA.
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Un ejemplo de los registros obtenidos en las curvas concentracién-respuesta a

NA en ausencia y presencia de MK-801 seria el siguiente:

Tensidn (g)

2—

Figura 4.- Curvas concentracion-respuesta acumulativas a NA en ausencia (1) y en
presencia (2) de MK-801 (0,5 pM). Las concentraciones de NA se indican (uM) al lado
de cada maximo de la curva.

1.1.c.-Experimentos encaminados a dilucidar el mecanismo de accion.

Efecto del MK-801 en 6rganos procedentes de ratas reserpinizadas.

La potenciacion del efecto de la NA en las curvas concentracion respuesta en
deferentes que procedian de ratas reserpinizadas fue la misma que la obtenida con ratas
no pretratadas. La diferencia entre las CEs, de las curvas realizadas en 6rganos de ratas
reserpinizadas no resulté significativa frente a las obtenidas en deferentes de ratas no
pretratadas, tal como se muestra en la tabla II. Asimismo, dado que la potenciacion del
efecto de la NA por MK-801 no depende de los depdsitos endégenos del
neurotransmisor, se descarta que este efecto sea debido a un aumento en la liberacién de

NA endégena.
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 TABLA I : COMPARACION CEss A NA EN DEFERENTES DE RATAS
NORMALES Y RESERP]N]ZADAS, EN AUSEN

Control Normal 0,99 +0,11 14

Control Reserpinizadas 0,84 +0,12 12 ns, P> 0,05

MK-801 2,7 uyM normal | 0,09 £ 0,009 12

MK-801 2,7 uM reserp. 0,11 +£0,015 7 ns, P> 0,05

MK-801 5,3 utM normal 0,06 + 0,01 12

MK-801 5,3 uM reserp. 0,06 £ 0,02 3 ns, P> 0,05

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
Comparacion realizada por ANOVA y comparacion entre pares de valores por test de la
t de Bonferroni.

Experimentos realizados con baja concentracion de sodio.

Al sustituir el cloruro sédico de la solucion de Krebs-Henseleit por una
concentracién equimolar de cloruro de colina, se anul6 la potenciacion del efecto de la
NA por el MK-801 (fig. 4), sugiriendo una implicacién del sistema de transporte para
este neurotransmisor en dicho efecto.

1 2 3

‘“‘IHN
A0 [

Figura S.- Registro de las respuestas a NA (1,6 pM) en presencia (A) y a baja
concentracion de sodio (B) en el medio, y en ausencia (1 y 2) y en presencia (3) de MK- .
801 (2,7 uM) en dos 6rganos procedentes del mismo animal.
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Experimentos en presencia de yohimbina.

La adicion de yohimbina (0,13 M) 10 minutos antes de la realizaciéon de las
curvas concentracion-respuesta acumulativas a NA no modificé significativamente la

respuesta a NA exogena.

Asimismo, la preéencia de este antagonista o el medio no afectéo a la
potenciacion del efecto de la NA por el MK-801 a la concentracién de 5,3 pM.

Los resultados de estos experimentos se muestran en la siguiente tabla:

Control 1+0,08 4
ns

Yohimbina (0,13 M) 1,13+0,1 4

MK-801 (5,3 uM) 0,06 +0,01 12

MK-801 (5,3 pM) + ns

Yohimbina (0,13 M) 0,08 + 0,04 4

Los resultados de expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
Comparacion realizada por ANOVA y comparacion entre pares de valores por test de la
t de Bonferroni: ™ no significativo.

La comparacion estadistica (ANOVA) entre la CEso de NA en presencia de MK-
801 (5,3 uM.) sin yohimbina en el medio (apartado 1.1.b) y la obtenida en presencia de
_este antagonista o; proporciond un valor de P > 0,8, con lo cual la diferencia no es

significativa.
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Experimentos en presencia de NMDA vy glicina.

La adicién previa de NMDA (300 uM) y glicina (10 pM) al medio no modifico
significativamente la potenciacion de las curvas concentracion-respuesta a NA por parte
del MK-801. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla

MK-801 (5,3 uM) 0,09 + 0,01 7
MK-801 (5,3 uM) +
(NMDA + Glicina) 0,14 + 0,03 7

Los resultados se expresan como la media = EEM de “n” experimentos diferentes.

Comparacién entre los dos grupos en presencia de MK-801: ANOVA. ™ P > 0,05,
diferencia no significativa.

Experimentos en presencia de APS.

El APS, antagonista competitivo del receptor NMDA, a una concentracién de 10
UM, no consigui6é potenciar, sino que mas bien inhibi6, las contracciones inducidas por
NA exogena (tabla V)

Control 0,99 £ 0,05 8

APS (10 uM) 1,58 +0,06%** 4

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
ANOVA: *** P < 0,001 vs. grupo control (ausencia de AP5)
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1.1.d.- Efecto del MK-801 sobre la tension basal.

El MK-801, a la concentracion de 5,3 puM, inducia respuestas contractiles
espontaneas que oscilaban entre 0,15 y 0,95 g de tension, en la porcién epididimal del
conducto deferente de rata (fig. 6). Esta actividad espontanea se mantenia durante al
menos 30 min. en presencia del firmaco. La adicion de prazosina (1 pM) anuld
completamente este efecto (fig. 7), indicando que el mismo se debia a la interaccion de
NA cm; los receptores o;, mientras que la adicion del agonista NMDA (300 uM) mas
glicina (10 uM) era incapaz de revertirlo (fig. 8). Asimismo, dicha actividad espontanea
tampoco se inhibi6 por la adicién de yohimbina a la concentracién de 0,13 pM.

Tensidn (g) \MK-BOl (5.3 pM)

5 10 15 t (min)

Figura 6.- Ejemplo de registro de la actividad espontanea inducida por el MK-801 en la
porcion epididimal del conducto deferente de rata. La flecha indica el momento de
adicion del compuesto.
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PRZ

[ ]

Figura 7.- Anulacion de la actividad espontanea inducida por MK-801 al aiiadir 1 pM de
prazosina (PRZ) en la porcion epididimal del conducto deferente de rata.

NMDA + Gly

MK-801 l
0,6
‘MML
. 5 min.

Figura 8.- Ausencia de efecto del NMDA + Glicina sobre la actividad espontanea
inducida por el MK-801.

Por otra parte, el efecto del MK-801 sobre la tension basal en conductos
deferentes que procedian de ratas reserpinizadas era nulo (fig. 9), al no observarse las
contracciones espontaneas que tenian lugar en organos de ratas no pretratadas. Sin

embargo, la actividad espontanea aparecia si los tejidos reserpinizados se incubaban con
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NA (16 uM durante 3 min.) previo a la adicién del MK-801; con el fin de recargar las

reservas de neurotransmisor.

. . USROS U | IS SV I

S min.

Figura 9.- Registro de la actividad esponténea inducida por el MK-801 en un érgano
procedente de una rata reserpinizada, antes (A) y después (B) de incubarlo con NA. La
flecha indica el momento de adicion del compuesto.

1.2.- Experimentos con otros ligandos sigma y PCP.

1.2.a.- Efecto sobre las contracciones inducidas por estimulacion eléctrica.

Todos los compuestos ensayados, excepto el haloperidol, fueron capaces de
potenciar, en mayor o menor grado, las contracciones inducidas por estimulacion
eléctrica en la porcion epididimal aislada del conducto deferente de rata. Las curvas
concentracion-efecto (% potenciacion) se muestran la figura 10, y las CEp
calculadas para cada compuesto que potencio en la tabla VI. El haloperidol (1 pM)
inhibié un 35,36 + 4,83 % (n = 4, P < 0,05) dichas contracciones.
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350

280

/

% Potenciacion

210

140

70

Concentracion (uM)

Figura 10.- Curvas concentracion-efecto de los diferentes ligandos o y PCP ensayados
sobre las contracciones inducidas por estimulacion eléctrica en la porcion epididimal del
conducto deferente de rata: A PCP; O TCP, ® MK-801; M dextrorfano; A

dextrometorfano y w(+)-3-PPP.
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_TABLA VI' EFECTO DE LOS DIFERENTES COI\IPUESTOS ENSAYADOS EN5

DEXTRORFANO -

DEXTROMETORFANO 0,93 12,59
HALOPERIDOL - inhibidor
(+)-3-PPP 0,97 0,87

1.2.b.- Efecto sobre las contracciones inducidas por NA exdgena.

Tenociclidina (TCP

El TCP, otro ligando del sitio ubicado en el canal iénico asociado al receptor
NMDA, también potencio el efecto de la noradrenalina en las curvas concentracion-
respuesta acumulativas, a todas las concentraciones ensayadas. Los resultados se
muestran en la siguiente tabla:

- 0,78 + 0,05 63
0,3 0,81 +0,12™ 3
0,5 1,10 + 0,40™ 6
1 0,20 + 0,02%** 14
3 0,20 + 0,02%** 10
5 0,064 + 0,01%*** 10
10 0,069 + 0,01*** 12

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
ANOVA y comparacion entre pares de valores por test de la £ de Bonferroni: ™ no
significativo, *** P < 0,001 vs. grupo control (ausencia de TCP).
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NA [M]

Figura 11.- Curvas concentracién-respuesta a NA en presencia de diferentes
concentraciones de TCP: ® Control; A TCP 03 yM; O TCP1 yM; O TCP S pyMy W
TCP 10 pM.

Ademas, el TCP, a la concentracion mas alta ensayada en las curvas acumulativas
(10 pM) inducia a la preparacion actividad espontanea del mismo tipo que la producida

por el MK-801, que desaparecia al adicionar prazosina.

Fenciclidina (PCP
Tal y como se muestra en la tabla VIIL las contracciones por NA fueron

incrementadas de forma concentracion-dependiente cuando se aiiadia a la copa del baiio

diferentes concentraciones de PCP comprendidas entre 0,1 y 5 uM (fig. 10).
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0,1 0,51 £ 0,04*** 7

0,5 0,27 £ 0,03%** 7
1 0,17 +0,02%** 10
5 0,04 £ 0,01%** 8

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
ANOVA y comparacién entre pares de valores por test de la # de Bonferroni: *** P <
0,001 vs. grupo control (ausencia de PCP).

120
90 |
ur 60 F
o
30 F
- 1 L Ll L i lasisl L duul Lt laul L1 lasul
107° 10”8 1077 107 1078 1074
NA [M]

Figura 12.- Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de diferentes
concentraciones de PCP: ® Control; ® PCP 0,1 uM; A PCP 0,5 uyM; OPCP 1 yMy 0O
PCP 5 uM.

De forma anéloga que el TCP, el PCP también inducia actividad espontanea en la
musculatura lisa de la porcion epididimal del conducto deferente de rata, a

lasconcentraciones mas altas ensayadas. Dicha actividad desaparecia al afiadir prazosina.
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Dextrorfano (DX)

El dextrorfano, metabolito del dextrometorfano perteneciente al grupo de
ligandos PCP, también mostré6 un efecto potenciaddr de la NA a concentraciones
comprendidas entre 1y 10 pM. Las curvas concentracion-respuesta se desplazan hacia la

izquierda de manera concentracion-dependiente.

TABLA IX: EFECTO DEL DEXTRORFANO EN LAS "ONTRACCIONE

Concentracwn de DX (uM]"

- 1,09 + 0,05 33
1 0,7 + 0,09%* 11
3 0,55 +0,09%** | 11
10 0,34 £0,05%** 11

Los resultados se expresan como la media £ EEM de ‘“n” experimentos diferentes.
ANOVA y comparacion entre pares de valores por test de la # de Bonferroni: ** P <
0,01; *** P < 0,001 vs. grupo control (ausencia de dextrorfano).

120

90 |

60 |} 1

X Emax

30

107® 1077 107® 1078 1074
NA [MI]
Figura 13.- Curvas concentracién-respuesta a NA en presencia de diferentes

concentraciones de dextrorfano: ® Control; ® DX 1; O DX 3 uM; A DX 10 uM.
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A 10 pM se observé cierta actividad espontinea, suprimible por prazosina;
aunque muy débil comparada con la inducida por el MK-801, el TCP o el PCP.

Dextrometorfano (DM)

La adicién de dextrometorfano, ligando G, a las concentraciones ensayadas, no
provocd una disminucién estadisticamente significativa de las CEsp para la NA en las
curvas concentracion-respuesta. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente
tabla:

ABLA X: EFECT 0 DEL DEXTROMETORFANO EN LAS_
S CONTRACCIONES INDUCIDAS POR NA S

~ CEssde NA (pM) o Tow
-- 0,94 + 0,07 12
1 0,69 +0,09™ 7
5 0,62 +0,12" 7

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
ANOVA y comparacion entre pares de valores por test de la ¢ de Bonferroni: ™
diferencia no significativa vs. grupo control (ausencia de dextrometorfano).

120
90 |
ur 60 |
xR
30 |
" 1 it ol e s bl gl L a s daasal
1078 1077 10°¢ 1078 1074

NA [M]

Figura 14.- Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de diferentes
concentraciones de dextrometorfano: ® Control; ADM 1 yM y 8 DM 5 pM.
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Haloperidol (HP)

Al contrario que el resto de compuestos, el haloperidol provocé un efecto
" inhibidor de las contracciones inducidas por NA y con ello un aumento del valor de la
CEs, para este neurotransmisor (Tabla XI). Aunque se producia inhibicién, se consiguié

alcanzar el mismo efecto miximo que se obtenia en su ausencia (control) (fig. 15).

El antagonismo que mostro el haloperidol resulté ser de tipo no competitivo, ya
que las pendientes de las curvas concentracion-respuesta a NA en presencia y ausencia

de este farmaco son significativamente diferentes (P < 0,01).

 TABLA XE: EFECTO DEL HALOPERIDOL EN LAS CONTRACCIONES

- 083i014 7

1 222 10,11%e%» 7

Los resultados se expresan como la media * EEM de “n” experimentos diferentes.
ANOVA: **** P < (,0001 vs. grupo control (ausencia de HP).

120

]

X Eme
(2]
o

30

10°¢ 1077 10°° 1073 1074
NA [M]

Figura 15.- Curvas concentracién-respuesta en presencia (1 pM) y ausencia de
haloperidol: ® Control; A HP 1 pM.
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(+)-3-PPP

La adicién a la copa del bafio de la (R)-(+)-3-(3-hidroxifenil)}-N-propilpiperidina
((+)-3-PPP) provocé una notable potenciacién de las contracciones inducidas por NA.
Dicha potenciacién, como en el resto de compuestos ensayados, era dependiente de su
concentracion y provocaba una disminucion de la CEso para la NA (tabla XII) y un
desplazamiento de las curvas concentracion-respuesta hacia la izquierda (fig.16).

Asimismo, la adicion de este compuesto también inducia la aparicion de actividad
espontanea, la cual era tan patente a las concentraciones mas altas que impedia el
registro de las curvas concentracion-respuesta acumulativas. Por ello se optd por
determinar la potenciacion a concentraciones mas altas de farmaco mediante la respuesta

a una unica concentracion de NA (0,2 uM), a fin de obtener los puntos necesarios para la

curva concentracion-efecto del final de este apartado.

- 0,91 + 0,04 41
0,5 0,61 £0,11* 5
1 0,49 +0,04 *** 17
3 0,32 + 0,04%** 10

Los resultados se expresan como la media =+ EEM de “n” experimentos diferentes.
ANOVA y comparacion entre pares de valores por test de la # de Bonferroni: ** P <
0,01; *** P < 0,001 vs. grupo control (ausencia de (+)-3-PPP).
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Figura 16.- Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de diferentes
concentraciones de (+)-3-PPP: ® Control; O (+)-3-PPP 0,5 uM; A (+)-3-PPP 1 uM.;
W (+)-3-PPP 3 yM.

Estudio comparativo

Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de los diferentes

compuestos ens os (1 X

Tomando para todos los compuestos ensayados una misma concentracién (1
uM), se ha realizado la comparacion de las CEs, para la NA en presencia de los mismos
(tabla XIIT), en la porcion epididimal aislada del conducto deferente de rata, a fin de

obtener un orden de potencias, que resulto ser:

PCP > TCP >MK-801 > (+)-3-PPP >Dextrorfano >Dextrometorfano
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TABLA Xl]] EFECT 0 I)E LOS DIFERENTES COMPUESTOS ENSAYADOS -

PCP T '0,1710,02' 10
TCP 0,20 + 0,02 14
MK-801 0,23 + 0,06 18
DEXTRORFANO 0,70 + 0,09 11
DEXTROMETORFANO 0,69 + 0,09 7
HALOPERIDOL 222 +0,11 7
(+)-3-PPP 0,49 +0,04 17

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
ANOVA: ** P < 0,05, *** P < 0,001 vs. los respectivos valores de CEs control.

120

90

% Emax
3

30 |

NA [M]

- Figura 17.- Curvas concentracion-respuesta a NA en presencia de 1 pM de los
diferentes compuestos ensayados: € Control; A PCP; O TCP; ® MK-801;
dextrorfano; A dextrometorfano, (I haloperidol y v (+)-3-PPP.
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Curvas concentracion-efecto.

En todas las curvas concentracién-respuesta a NA en presencia de los diferentes
compuestos probados, se observd que la potenciacién de la respuesta era mayor a
concentraciones bajas de NA. De acuerdo con esta observacion y a fin de obtener un
valor de potencia para comparar estos compuestos, se calcul6 la CE,qo (tabla XIV) para
cada uno de ellos, que corresponde a la concentracion necesaria para inducir una
potenciacion del 100 % de la respuesta a una concentracion de NA de 0,2 pM. En la
tabla, también se hace constar el coeficiente de correlacion (r) obtenido de la regresion
lineal de los datos obtenidos, a partir de la cual se ha calculado la CE)oo.

El orden de potencias obtenido de este modo resulto:
PCP > TCP > (+)-3-PPP >MK-801 >Dextrorfano

De esta relacion se ha excluido el dextrometorfano y el haloperidol, ya que el
primero no potenciaba de forma significativa y el segundo inhibia.

X!! EFECI" 0 DE LOS DlFERENTES COM]’UESTOS ENSAYADOS

TCP 0,998 1,86
MK-801 0,96 2,41
DEXTRORFANO 0,96 4,88
DEXTROMETORFANO - No potencia
HALOPERIDOL - Inhibidor
(+)-3-PPP 0,82 1,99
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Figura 18.- Representacion grafica de las curvas concentracion-efecto (% potenciacion)
de los compuestos estudiados frente a una concentracion de NA de 0,2 uM: A PCP; O
TCP; ® MK-801; B dextrorfano; A dextrometorfano y w(+)-3-PPP.
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2.- ENSAYOS DE UNION CON PHINISOXETINA.

Los ensayos de union a la preparacion de membranas de conducto deferente de
rata utilizando [*H]nisoxetina como radioligando nos ha permitido caracterizar Ia unién
de dicho radioligando a este tejido, que no estaba descrita previamente y, a partir de

aqui, evaluar el efecto de los ligandos ¢ y PCP escogidos sobre dicha union.

2.1.- Influencia del sodio.

La uniéon de la [*H]nisoxetina y otros marcadores del transportador de
noradrenalina es, en los tejidos en los que se ha determinado, altamente dependiente de la
concentracién del cation Na" en el medio. En nuestra preparacion de membranas de
conducto deferente de rata, la union especifica de este radioligando result6 ser altamente
dependiente de la concentracion de este cation en el medio de incubacidn, tal y como
demuestran los experimentos realizados a diferentes concentraciones del mismo (Fig. 1).
La unién inespecifica, sin embargo, no se vio modificada por la variacién en la

concentracion de dicho catiéon. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:
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Figura 19.- Influencia de la concentracion de Na" en la unién especifica de la
[Hlnisoxetina. La unién especifica se muestra en barras grises, mientras que la
inespecifica se representa con barras negras. Los resultados son la media de tres
experimentos realizados por duplicado + EEM.

2.2.- Ensayos de saturacion.

Tal y como se ha comentado en el apartado de métodos, dichos experimentos
pemiten obtener la afinidad del radioligando por el receptor (Kp), asi como la densidad

maxima de lugares de union (Bpa).
En estos ensayos, el intervalo de concentraciones de [*H]nisoxetina utilizado ha

estado comprendido entre 0,1 y 8 nM. Los resultados de estos experimentos se muestran

a continuacion:
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0,1 68,06 + 11,54
0,25 158,79 + 28,84
0,5 311,62 + 57,26
1 570,70 + 120,4
2 896,24 + 195,64
5 1324,18 +257
8 1529,92 + 254,48

Los resultados son la media de 5 experimentos realizados por duplicado = EEM.
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Figura 20.- Saturacion de la union especifica de la ["H]nisoxetina en conducto deferente
de rata. '
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Figura 21.- Representacion de Scatchard de la saturacion de la union especifica de la
[*H]nisoxetina en conducto deferente de rata.
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Figura 22.- Representacion de Hill de la anterior saturacion.
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Como se puede observar, la representacion de Scatchard de los datos
experimentales de la saturacién se ajusta a una tnica recta de regresion, lo cual indica
que nos encontramos frente a una unica poblacion de lugares de unién, con una densidad
" mixima de los mismos (Bn.x) que corresponde con la interseccion de la recta con el eje

de abscisas y que, aproximadamente, presenta un valor de 1.895 fimoles/mg. (figura 21).

El tratamiento de los datos experimentales mediante el programa de regresion no
lineal LIGAND confirma los datos anteriores, proporcionando un valor de Kp de 1,63 *
0,366 nM y una B de 1.625 + 500 finoles/mg de proteina. El coeficiente de Hill

resulté ser 1,003 + 0,017 y, por lo tanto, corrobora la existencia de una tinica poblacién

de lugares de union. Todos estos resultados se resumen en la siguiente tabla:

1,63+0,36 1625500 1,003 £ 0,017

Los resultados son la media de 5 experimentos = EEM.

2.3.- Ensayos cinéticos.

Ensayos de asociacion.

La incubacién de la [*H]nisoxetina a diferentes tiempos (5, 15, 30, 60, 120, 180 y
210 min.) nos pemite deteminar los parametros cinéticos de asociacion de la formacion
del complejo radioligando-receptor, los cuales se muestran en la tabla XVIL. Tal y como
se puede observar, el equilibrio no se alcanza hasta cerca de las tres horas de incubacion.
El tratamiento informitico de los resultados mediante el programa KINETIC
proporcioné una K, de 0,044 + 0,021 min.” y que, junto al valor de K.; proporcionado
por los ensayos de disociacion (ver apartado siguiente) permitié calcular el valor de la
constante de asociacion (K. ;) que result6 ser de 5,62 +0,94 - 10’ M.
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En la siguiente tabla se muestra la evolucion de la unién especifica de la
[*H]nisoxetina en funcién del tiempo de incubacién:

nién especifica

25,51 +3.41

15 58,16 + 5,43
30 81,91 +4,25
60 96,36 + 1,36
120 99,83 +0,08
180 99,99 +0
210 99,993 + 0,003

 Los resultados son la media de tres experimentos realizados por duplicado + EEM.
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Figura 23.- Cinética de asociacion de la [*H]nisoxetina en conducto deferente de rata.
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Figura 24.- Representacion semilogaritmica de la cinética de asociacion en conducto
deferente de rata utilizando ["H]nisoxetina como radioligando.

Ensavyos de disociacion.

Estos ensayos permiten calcular las constantes cinéticas de disociacion del
radioligando de su lugar de unién. Una vez alcanzado el equilibrio, tras 3 horas de
incubacién, se afiadi6 a cada tubo 10 pul de una disolucion de desipramina a una
concentracién tal que la concentracion final era 100 pM. A partir de este momento
comenzaba a contar el tiempo de disociacion. El tratamiento informatico de los
resultados con el programa KINETIC proporcioné un valor de X.; de 0,005 + 0,002 min
(n=2).

En la pagina siguiente se muestran las representaciones grificas de dichas
cinéticas (fig. 25 y 26).
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Figura 25.- Cinética de disociacién de la [*H]nisoxetina en membranas de conducto
deferente de rata.
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Figura 26.- Representacion semilogaritmica de la cinética de disociacién en conducto
deferente de rata utilizando [*H]nisoxetina como radioligando.

El cociente de k.,/k.; proporciona la constante de disociacion cinética Kp, que
resulté ser de 0,13 nM el cual es del mismo orden que la obtenida en los ensayos de

saturacion.
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En la siguiente tabla se resumen las constantes cinéticas halladas para la unién de

la a membranas de conducto deferente de rata:

0,044 + 0,021 0,0042 £0,0014 | 5,616 0,939 - 10’ 0,13

2.4.- Ensayos de competicion.

A fin de determinar la interaccion de los ligandos o y PCP con el transportador
de noradrenalina en conducto deferente de rata se han realizado ensayos donde se
comparan las potencias de los mismos para inhibir la unién de un marcador de dicho

transportador como es la ["H]nisoxetina.

Los parametros que nos proporcionan estos ensayos son la K;, que tal y como se
ha descrito indica la afinidad de la sustancia competidora por el receptor, y la Cls,
(concentracién inhibitoria 50 %), que es la concentracién de inhibidor capaz de producir
una inhibicion del 50 % en la unién del radioligando. Ademais, la pendiente de la
transformacién de Hill de cada competicion () nos da una idea de la competitividad del
desplazamiento si ésta no difiere de la unidad.

Todos los compuestos ensayados desplazaron completamente la union de la
[’Hnisoxetina a la méxima concentracién probada. Todos presentaron valores de X; y
Clso de orden micromolar. La similitud de ambas constantes en cada uno de los
compuestos, unida al coeficiente de Hill de 1 (excepto el (+)-3-PPP, que difiere con P <
0,05), permite deducir que se trata de un desplazamiento de tipo competitivo. Los

resultados de los experimentos realizados se muestran en la siguiente tabla:
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' TABLA XIX : INHIBICION DE LA _UNION ESP_ECIFICA DEL
:'[’H]NISOXETINA EN MEMBRANAS DE CONDUCTO DEFERENTE DE RATA
POR DIFERENTES LIGANDOS:G

9,18 = - 1,28 7,10 10,83 1,03 £ 0,04

8,60 +2,42 7,25 2,34 1,10 +0,05
17,40 + 1,93 12,1 +0,85 1,06 + 0,03
Tenociclidina 24,7+ 6,03 17,34 £ 3,40 1,00 £ 0,04
Haloperidol 3,52 +0,96 2,43 £ 0,34 1,00 £0,3
Dextrometorfano - 8,19+ 1,06 6,25 + 1,05 1,06 + 0,04
(+)-3-PPP* - 7,50 +0,58 0,73 £ 0,06

(*) (+)-3-PPP = (R)~(+)-3-(3-hidroxifenil }-N-propilpiperidina
Los resultados son la media de 3 o mas experimentos realizados por duplicado + EEM.
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Figura 27.- Inhibicién de la unién de la [*H]nisoxetina por diversos ligandos de tipo
PCP en membranas de conducto deferente de rata.
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Figura 28.- Inhibicién de la unién de la [*HJnisoxetina por diversos ligandos de tipo o en
membranas de conducto deferente de rata.
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3.- CAPTACION DE "HINORADRENALINA.

3.1.- Cinética de captacién de [’H]noradrenalina en conducto deferente

de rata.

Estos experimentos han servido para determinar el tiempo idéneo de incubacién
para realizar posteriormente los ensayos de inhibicion del uptake. Para ello se incubaron
los conductos deferentes con una concentracién de [‘Hlnoradrenalina de 0,1 uM a
diferentes tiempos, determinandose la incorporacion a cada uno de los tiempos. Los

resultados se muestran a continuacion;

CORPORACION DE

A PORCI

. es/mg)
1 49,08 £ 0,61
3 120,70 + 4,08
5 22538 + 39,31
10 393,45 + 24,29
20 749,10 + 24,11
30 081,22 + 6,81

Los resultados son la media de dos experimentos realizados por duplicado + EEM.
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Figura 29.- Representacion grifica de la cinética de captacion de [’Hlnoradrenalina en la.
parte epididimal del conducto deferente de rata.

Como se puede obsevar, la incorporacién de la ["H]noradrenalina ha resultado ser
lineal en funcion del tiempo, sobretodo en los primeros 10 minutos de incubacién. Estos
datos, junto a los proporcionados en otras referencias bibliograficas nos ha permitido
establecer el tiempo de incubacién de los tejidos con el neurotransmisor marcado en 3

minutos.

3.2.- Inhibicién de la captacién de la_[*H]noradrenalina por ligandos
sigma y PCP.

Para determinar el efecto de los ligandos o y PCP sobre la captacién de
[Hlnoradrenalina en la porcién epididimal del conducto deferente de rata se
- preincubaron los 6rgﬁnos con el compuesto durante 10 min., tal y como se ha explicado

en el apartado de métodos. El parametro que obtenemos de estos ensyos es la Clso. Los
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pocentajes de incoporacion a cada concentracién de compuesto se muestran el las

siguientes tablas, asi como su representacion grafica:

76,26

1 67,6 +4

3 54,9 +0,38
5 46,66 + 3,8
10 41,84 +3,74
30 33,9+2,7
50 29,13 + 1,87

0,1 88,06
1 86,9 +3,18
3 72,73 3,97
10 56,93 + 5,98

30 46,50 + 6,28

100 | 32,32 +3,19

1 | 72.90 + 4,95
3 62,00 + 3,96
10 40.20+3.22
30 28,60 + 3,67
100 19,55 + 1,95

-141-



RESULTADOS

1 100 + 6,12
3 88,33 + 6,35
10 73,68 + 3,06
30 44,92 +2,74
100 30,55 + 2,09

Tabla XXI.- Inhibicién de la captacién de [*HJnoradrenalina por ligandos de tipo PCP.
Los resultados son la media de tres 0 mas experimentos realizados por duplicado *
EEM.
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Figura 30.- Curvas de inhibicién de la captacién de ["HJnoradrenalina por ligandos de
tipo PCP en conducto deferente de rata.
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0,1 80,7
1 75,43 + 3,44
3 70,35 + 3,50
10 55,95 +3,79
30 45,92 +2,27
100 40,24 +2,53

0,1 85,3
1 87,35+5,86
3 73,47 £4,39
10 55,18 +7,15
30 44,30 +2,84
100 23,75 + 1,44

0,1 100
1 99,85 +2,71
3 84,07 + 10,32
10 57,55 + 5,69
30 36,50 + 1,11
100 24,25 +2,93

Tabla XXIL- Inhibicién de la captacién de [H]noradrenalina por ligandos de tipo .
Los resultados son la media de tres o mas experimentos realizados por duplicado +

EEM.
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Figura 31.- Curvas de inhibicién de la captacién de [*H]noradrenalina por ligandos de
tipo ¢ en conducto deferente de rata.

El tratamiento informatico de estos datos mediante regresion no lineal (programa

GraphPAD InPlot) proporciond los valores de Clso, que se muestran a continuacion:

1,79 £ 0,06
DEXTRORFANO 1,09 £ 0,04
FENCICLIDINA 6,38 +0,11
TENICICLIDINA 15,20 £0,30
HALOPERIDOL 7,83 £0,10
DEXTROMETORFANO 18,1 £ 0,80
(+)-3-PPP 7,46 +0,007

Tabla XXIIL- Cls, de los ligandos sigma y PCP estudiados en los ensayos de captacién
de [*Hnoradrenalina.
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4.-EXPERIMENTOS SOBRE LA PRESION ARTERIAL
CON MK-801.

4.1.- Rata normal.

4.1.a.- Rata no pretratada.

La administracion endovenosa de MK-801 a la rata anestesiada con
pentobarbital, a dosis comprendidas entre 0,05 y 0,3 mg/kg produjo un incremento de la
presion arterial dosis-dependiente, obteniéndose el mayor incremento a la mayor dosis

administrada. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

2,00 £0,94

3
0,1 7,60 2,14 5
0,15 7,89 + 0,74 9
0,2 6,44 + 1,03 9
0,3 9,83 1,70 6

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
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Incremento neto P,,, (mm Hg)

O Ry K 1 1 1 1 J

005 010 015 020 025 03
MK-801 (mg/kg)

Figura 32.- Curva dosis-respuesta que representa los incrementos netos de presion
arterial provocados por diferentes dosis de MK-801 (iv) en Ia rata anestesiada.

El incremento de presion arterial se mantenia durante 45-60 segundos, después
de los cuales se producia una caida de presion por debajo del nivel basal que se
acompaiiaba de bradicardia (fig. 33). Seguidamente, se observaba una recuperacion de la
presion aunque ésta no llegaba a los valores imiciales. La caida de presion fue
directamente proporcional a la dosis administrada. A dosis mayores de 0,3 mg/kg se

requeria respiracion asistida para que el animal pudiera superar la marcada hipotension.
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Presion arterial (mm Hg)

MK-801 0,2 mg/kg |
MK-801 0,2 mg/kg

|
MK-801 0,2 mg/kg 5 min.

Figura 33.- Ejemplo de registro de presion arterial en la rata anestesiada y de los
incrementos de la misma provocados por la administracion repetida de MK-801 a una
determinada dosis. Las flechas indican el momento de las administraciones.

4.1.b.- Efecto en ratas vagotomizadas.

Cuando a la rata se le practicaba una vagotomia bilateral, el efecto provocado
por la administracion de MK-801 (0,1 mg/kg) sobre la presion arterial no se veia
modificado de forma significativa. Se observaba tanto el incremento de presion inicial

como la bajada subsiguiente.

TAB _XXIV: INCREMENTOS NETOS DE PRESION ARTERIAL
- PROVOCADOS POR EL MK-801 (0,1 mg/kg, iv) EN RATA
. NORMALY VAGOTOMZADA Fa
.1 Incremento de presxén "
RATA . (mm Hg) . n | ngniﬁéhcmn |
NORMAL 7,60 £2,14
VAGOTOMIZADA 567+ 033 3 ns, P> 0,5

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
Comparacion realizada mediante ANOVA: ns, no significativo.
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4.1.c.- Pretratamiento con prazosina.

Para determinar si el aumento de presion arterial provocado por el MK-801 era
debido a un aumento en el tono adrenérgico, se administré prazosina (0,08 mg/kg)
previamente al MK-801 (0,3 mg/kg).

El bloqueo de los receptores o, por la prazosina no modificé de forma
estadisticamente significativa el efecto presor del MK-801, aunque se observé un menor
incremento de presién en estos casos. Los valores obtenidos se muestran en la siguiente
tabla:

MK-801 (0,3 mg/kg) 9,83 + 1,70 6

PRZ (0,08 mg/kg) +
MK-801 (0,3 mg/kg) 7,00 £0,57™ 4 ns, P> 0,05

Los resultados se expresan como la media = EEM de “n” experimentos diferentes.
Comparacion realizada mediante ANOVA: ns, no significativo.

4.1.d.- Pretratamiento con propranolol.

Bloqueando los receptores B con propranolol, a dosis entre 1 y 5 mg/kg y
administrando a continuaciéon el MK-801 (0,3 mg/kg), se producia un incremento similar
de la presion arterial, pero el animal era incapaz de superar la posterior caida de presion

y moria.
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4.2.- Rata reserpinizada.

En ratas pretratadas con reserpina, el efecto presor del MK-801 result6

significativamente menor frente al producido en ratas no reserpinizadas (tabla XXVI).

Se ensayaron dos dosis de MK-801: 0,2 y 0,3 mg/kg, y en ambos casos el
incremento de presion resultd ser menor en ratas reserpinizadas, indicando que los
niveles de NA almacenada en las vesiculas sinapticas son determinantes en el efecto

presor del MK-801.

TABLA XXVI: INCREMENTOS NETOS DE PRESION ARTERIAL
PROVOCADOS POR EL MK-801 (iv) EN RATA NORMAL Y
RESERPINIZADA '

Incremento de presion

Tratamiento (mm Hg) n Significacion
- MK-801 (0,2 mg/kg), 6,44 + 1,03 9
rata normal.
-MK-801 (0,2 mg/kg), 2,60 + 0,40 5 P<0,05

rata reserpinizada.

- MK-801 (0,3 mg/kg), 9,83 + 1,70 6

rata normal.

-MK-801 (0,3 mg/kg), 6,25 0,63 P <0,05
rata reserpinizada. 4

Los resultados se expresan como la media = EEM de “n” experimentos diferentes.
Comparacion realizada mediante ANOVA.
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4.3.- Rata desmedulada.

4.3.a.- Efecto del MK-801.

En la preparacion de rata desmedulada, la presion arterial basal bajaba desde
148,17 + 5,58 mm Hg hasta 54,8 + 3,4 mm Hg, (P < 0,0001) tal como esta descrito, al

perderse el control central.

La administracion de MK-801 (0,3 mg/kg) inducia en estos animales un aumento
neto de 2,45 + 0,34 mm Hg (P < 0,005) (tabla XXVII) que, sin embargo, no iba
acompaiiado de la subsiguiente caida por debajo de la presion basal que se observaba en

rata normal (fig. 34).

TABLA XXVII: INCREMENTOS DE PRESION ARTERIAL PROVOCADOS
POR EL MK-801 (iv) EN RATA DESMEDULADA

Incremento de presion
Tratamiento (mm Hg) n Significacion
Suero fisiologico(1 ml/kg) 1,4 £0,24 5
MK-801 (0,3 mg/kg) 3,9+0,39 11 P < 0,005

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
Comparacion realizada mediante ANOVA.

Presion arterial (mm [Ig)

60 .
<0 w
40 i

I—
30 S min.

SSF

MK-801 0,1 mg/kg

MK-801 0,3 mg/kg

Figura 34.- Ejemplo del registro de presion obtenido en la rata desmedulada y de los
incrementos de presion provocados por el suero fisiologico (SSF) y por el MK-801 a dos

dosis diferentes.
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Dado que est4 descrito que el efecto hipotensor o hipertensor de una determinada
sustancia depende de la presi6n arterial basal inicial, y que la presion arterial de la rata
desmedulada es muy inferior a la de la normal, se expresaron los resultados como
porcentaje de incremento de presién respecto a la presion basal. Los resultados se

muestran en la siguiente tabla:

NORMAL 148,17 +5,58 | 9,83 +1,70 6,60+12 |12

DESMEDULADA | 54.18+338 | 246+034 | 4,54+063 |11| ns,P>0,1

Los resultados se expresan como la media + EEM de “n” experimentos diferentes.
Comparacion realizada mediante ANOVA. ns: diferencia no significativa.

Por lo tanto, los incrementos de presion arterial provocados por el MK-801 son

del mismo orden en rata normal que en rata desmedulada.

4.3.b.- Potenciacion del efecto presor de la noradrenalina.

E1 MK-801, a una dosis de 0,3 mg/kg, consigui6 potenciar un 39,6 % + 9,8 % (n
=3, P <0,05) el efecto presor de la noradrenalina (0,17 pg/kg) en rata desmedulada. En
la siguiente figura (pagina siguiente) se mmestra el registro de presion correspondiente a

uno de los experimentos.

~

.,r'p%ﬂ
-151- Y
ERMAC

RN
| P;"
J:J‘H_)l)

f—



RESULTADOS

Presion arterial (mm Hg)

110+
NA 0,17 pg/kg
100 = l NA 0,17 pg/kg NA 0,17 pg/kg

1 |

MK-801 0,3 mg/kg

10 min.

Figura 35.- Ejemplo de registro de la potenciacion del efecto presor de la NA (0,17
pg/kg) por MK-801 (0,3 mg/kg) en rata desmedulada.
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DISCUSION

a) EFECTOS EN ORGANO AISLADO.

En el presente trabajo se estudié primeramente el efecto del MK-801
(dizocilpino) sobre la actividad contractil de la porcion epididimal aislada del conducto
deferente de rata. Este efecto consiste en una potenciacion concentracion-dependiente de
las respuestas a NA, tanto exdgena como neurogénica (por estimulacion eléctrica), asi
como la inducciéon muy marcada de actividad espontanea en la preparacion cuendo éste
es adicionado solo. Las curvas concentracion-respuesta a noradrenalina (NA) en
presencia de crecientes concentraciones de MK-801 se desplazan hacia la izquierda y las
CEs para la NA disminuyen, indicando una potenciacion.

Los efectos potenciadores de las respuestas a NA por este compuesto solo habian
sido descritas en arteria caudal de rata aislada y perfundida (Massamiri y Duckles, 1991),
y los experimentos realizados por estas autoras apuntaban a la inhibicién de la captacion
de NA como el mecanismo de accién mais probable en ese tejido. Esta hipétesis estaba
reforzada por el hecho de que el MK-801 es un buen inhibidor de la captacion de
[PHINA en sinaptosomas de hipocampo de rata (Snell y Johnson, 1988) y en células
cromafines bovinas (Rogers y Lemaire, 1991).
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A fin de dilucidar el posible mecanismo de accion del MK-801 en nuestra
preparacion realizamos una serie de experimentos cuyos resultados discutimos

seguidamente:

El MK-801 es un antagonista no competitivo del receptor NMDA que tiene su
lugar de unién en el canal ionico acoplado al mismo (Lodge y Johnson, 1990). A pesar
de ello, el efecto potenciador sobre la NA no se vio afectado ni revertido por la adicién
previa del agonista NMDA mais su co-agonista glicina. Por otra parte, un antagonista
competitivo del receptor NMDA, el APS, inhibié mas que potencio el efecto de la NA
(CEso control 0,99 + 0,05 uM, y 1,58 £ 0,06 uM en presencia de AP5 10 uM, P <
0,001). Ademas, todos los experimentos se llevaron a cabo a una concentracion de
magnesio (1,2 mM) a la cual el canal ionico asociado al receptor NMDA se encuentra
bloqueado. Es mas, la potenciacion de las contracciones inducidas eléctricamente era
mucho mayor en una solucion salina que contenia Mg®*. Estos resultados permiten, por
lo tanto, descartar la participacion de receptores NMDA en este efecto del MK-801.

Finalmente, se descarto también una posible accioén sobre la autoliberacion de NA
modulada por los receptores o, presinapticos, ya que el bloqueo de éstos por yohimbina
no modificé las respuestas a MK-801 (CEso para la NA con MK-801 5,3 uM: 0,06 *
0,01 uM en ausencia y 0,08 £+ 0,04 pM en presencia de yohimbina).

Asi pues, para explicar estos efectos solo quedaban dos posibles mecanismos a
postular:

1.- Que el MK-801 provocara un aumento de la liberacion de la NA endogena.

2.- Que el MK-801 bloqueara la captacion de NA en este 6rgano, tal y como se habia
descrito en otros tejidos.

El hecho de que la potenciacion de las contracciones inducidas por NA exdgena

(curvas concentracion-respuesta) también existiera en drganos con las reservas de
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neurotransmisores depleccionadas (ratas reserpinizadas), permite deducir que no nos
encontrdbamos ante un aumento de la liberacion de NA y apoya la posibilidad de que se

trate de una inhibicién de la recaptacion.

La funcionalidad de la mayoria de transportadores para neurotransmisores, y en
concreto el de la NA, es dependiente de sodio (Zeitner y Graefe, 1986; Worrall y
Williams, 1994) y, por lo tanto, la supresion o disminucion de este cation en el medio
reduce su actividad. En nuestros experimentos, la sustitucion del NaCl por cloruro de
colina en la solucion de Krebs-Henseleit impidi6 la potenciacion del efecto de la NA por
el MK-801. Aunque el sodio no fue retirado del todo (todavia quedaba 25 mM del
NaHCO:;), la importante reduccion efectuada y la presencia de colina, que resulta ser
substrato del transportador de NA en conducto deferente de rata (Ungell y col., 1986),
permitié alcanzar una inhibicion del transporte suficiente para establecer comparaciones
con tejidos control (inmersos en solucion de Krebs estandar). Por lo tanto, estos
resultados apuntan a que el efecto potenciador del MK-801 se debe a una inhibicion de la
recaptacion de la NA, hipétesis que se vera confirmada mis adelante con el resto de

experimentos.

De este modo, el MK-801 potenciaria el efecto de la NA al inhibir su recaptacion,
permitiendo que permanezca mas tiempo en el espacio sinaptico. Por este mismo
mecanismo, la adicion del MK-801 solo al medio provocaria la aparicion de actividad
espontanea al evitar la recaptacion de la NA que se libera de forma basal. De hecho, la
desipramina, que es un potente inhibidor de la captacién neuronal de catecolaminas,
indujo en nuestra preparacion, a una concentracion de 0,1 M, una actividad espontinea

del mismo tipo que el MK-801 (resultados no incluidos).

Esta actividad espontanea inducida por el MK-801 desparecia de inmediato al
adicionar prazosina (1 uM) al medio, indicando que estd mediada por el receptor
adrenérgico «. Por otra parte, esta actividad espontinea no aparece en érganos
procedentes de ratas reserpinizadas, lo que lleva a concluir que esta actividad inducida
por el MK-801 se debe a la liberacion basal de NA de las vesiculas sindpticas de las fibras
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nerviosas que inervan el tejido que, en condiciones normales, no es capaz de inducir
respuesta al ser recaptada con avidez, pero que si esta inhibida la recaptacion alcanza los
niveles necesarios para desencadenarla. La NA liberada espontaneamente y que no puede
ser recaptada interaccionaria a continuacién con los receptores o, postsinapticos y
desencadenaria la respuesta. De hecho, cuando los 6rganos de ratas reserpinizadas se
incubaban con NA, recargindose de este modo las reservas del neurotransmisor, la
actividad espontanea al afiadir el MK-801 se recuperaba. Por otra parte, como ya se ha
dicho, la potenciacién en las curvas concentracion-respuesta a NA no era diferente en
organos procedentes de ratas reserpinizadas respecto a ratas control, por lo que esta

potenciacion no depende de la NA endogena.

El MK-801 se encuentra dentro de los denominados ligandos PCP que, junto a
ciertos ligandos sigma comparten la propiedad de a) inhibir la captacion de
catecolaminas, especialmente de dopaminﬁ en SNC y médula suprarrenal bovina (Rogers
y Lemaire, 1991; 1992) y b) potenciar las respuestas a NA en algunos tejidos periféricos
como el conducto deferente de raton (Campbell y col., 1987; Kennedy y Henderson,
1989) y de cobayo (Vaupel y Su., 1987), asi como en arteria caudal de rata (Massamiri y
Duékless, 1990; 1991).

En conducto deferente de rata, sélo se habia estudiado el efecto del PCP (Fox y
col, 1989), de la pentazocina, la N-alilnormetazocina y el DTG (Fox y col, 1991),
demostrindose que su efecto no era debido a una accion sobre receptores o. Sin
embargo, estos trabajos estaban encaminados a cuestionar la utilidad de este 6rgano para
evaluar potenciales ligandos o y no a establecer, con un mayor nimero de compuestos,

acciones que pudieran explicar las potenciaciones encontradas.

Asi pues, encontramos interesante hacer un estudio comparativo sobre la
actividad noradrenérgica con otros ligandos PCP (el propio PCP, el MK-801 ya
estudiado, el TCP y el dextrorfano) y o (haloperidol, dextrometorfano y (+)-3-PPP) en el
-conducto deferente de rata, ya que es un Organo prototipo para estudiar efectos

adrenérgicos. Todos los compuestos ensayados, a excepcion del haloperidol que inhibio,
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potenciaron en mayor o menor grado las contracciones inducidas por NA exdgena,
provocando un desplazamiento de las curvas concentracion-respuesta a NA hacia la
izquierda, de forma concentracion-dependiente. A fin de comparar las potencias de los
compuestos ensayados se calcularon las CE,q, a partir de las cuales se obtuvo el orden

de potencias siguiente:

PCP > TCP > (+)-3-PPP > MK-801 > Dextrorfano >> Dextrometorfano

De hecho, la potenciacién por dextrometorfano a las concentraciones ensayadas
fue tan pequeiia que no permiti6 calcular su CE oo.

La mayor potencia del TCP frente al MK-801 coincide con el orden establecido
por Massamiri y Duckles (1990) en arteria caudal de rata, asi como el efecto inhibidor
del haloperidol que, aunque in vitro inhibe la captacion de [PH]NA, presenta un efecto
directo inhibidor de las contracciones del mwisculo liso mucho mas potente que
enmascara la potenciacion del efecto de la NA (Fox y col, 1991). De hecho, existen
trabajos que demuestran un antagonismo por haloperidol de las respuestas a NA y

dopamina en conducto deferente de rata (Miranda y col., 1988).

En lo que respecta a la induccién de actividad espontanea, el PCP, el TCP y el
(+)-3-PPP la mostraron mayor o igual que el MK-801, el dextrorfano mostré muy poca y
el dextrometorfano no la present6. Este fenomeno se correlaciona con su capacidad para
potenciar el efecto de la NA exdgena. El haloperidol también indujo actividad
espontanea en el deferente de rata, tal y como describen otros trabajos (Miranda y col.,

1988), aunque el mecanismo por el que lo hace no esta todavia bien establecido.

Los mismos compuestos se ensayaron posteriormente sobre las contracciones
inducidas por estimulacion eléctrica. Todos ellos, excepto el haloperidol que nuevamente
inhibi6, potenciaron las contracciones neurogénicas en la porcién epididimal del

conducto deferente de rata. El orden de potencias resulté ser:
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(+)-3-PPP > PCP > MK-801 > Dextrometorfano > TCP >>> Dextrorfano

Este orden no se correlaciona, sin embargo, con el obtenido frente a NA
exogena. El (+)-3-PPP, ligando o, pasa a ser el mas efectivo y el dextrometorfano,
también ligando o, que no potenciaba de forma significativa la NA exégena, pasa a ser
mis potente que el TCP. Dejando a un lado al haloperidol, se aprecia sin embargo una
tendencia a una mayor efectividad de los ligandos o en la potenciacion de las
contracciones inducidas eléctricamente. Cabe destacar que, en el deferente de rata, el
ATP actia como cotransmisor y que, aunque es mayoritario en la porcién prostatica,
tamblen se libera en la epididimal cuando se estimula eléctricamente el 6rgano. Los
trabajos de Matsuno y col., (1993; 1995) en conducto deferente aislado de ratén, donde
predomina la neurotransmision por ATP, concluyen que la potenciacién provocada por
algunos ligandos o sobre las contracciones neurogénicas esta mediada por receptores o
diferentes a los ¢, y 2 conocidos que estimularian la liberacion de este nucledtido. Asi
pues, si se diera lo mismo en el deferente de rata, nos encontrariamos ante un efecto
mixto entre inhibicién de la captacién de la NA y estimulacién de la liberacion de ATP
mediante un posible receptor sigma. De este modo, encontrariamos como mas efectivos
los compuestos que, ademas de ser ligandos sigma potentes, se mostraran también mas
potentes inhibiendo la captacion de NA. Si se analizan conjuntamente las afinidades por
el receptor sigma y potencia inhibiendo la captacion de noradrenalina tritiada (ver mas
adelante y Cls; en el apartado de resultados), el orden obtenido en la potenciacion de las

contracciones neurogénicas toma sentido.

b) EFECTOS SOBRE LA UNION DE LA [PHNISOXETINA EN
MEMBRANAS DE CONDUCTO DEFERENTE.

A fin de determinar un posible efecto de los ligandos PCP y sigma estudiados
sobre el transportador de noradrenalina en el conducto deferente de rata, hacia falta
previamente caracterizar la union al mismo de un marcador especifico de estos lugares
como es la ["H]nisoxetina, que ha demostrado ser mas especifico que otros marcadores
como la [*H]desipramina.
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Tal como ya se ha dicho previamente, la mayoria de transportadoi'es para
neurotransmisores dependen del sodio para funcionar. Por ello se evalud la influencia de
la concentracién de sodio del medio sobre la unién de la [*H]nisoxetina en nuestra
preparaciéon. Como era de esperar, los resultados obtenidos demuestran que la unién de
la [H]nisoxetina a las membranas de conducto deferente de rata es altamente
dependiente de la concentracion de Na' en el medio, encontrindose un aumento
considerable de la union especifica (de 2.270 a 7.090 dpm) al aumentar la concentracion
del cation en el medio de incubacién (de 40 a 300 nM). Estos datos corroboran los
propbfcionados por Tejani-Butt y col. (1990) en experimentos realizados en sistema

nervioso central (SNC) con este radioligando.

Los resultados de los ensayos cinéticos de asociacion realizados en membranas de
conducto deferente de rata con [H]nisoxetina se ajustan a una representacién de tipo
monoexponencial, lo cual confirma la existencia de una unica poblacién de lugares de
union para este radioligando. También se deduce de los mismos que el equilibrio de la
union radioligando-receptor a 0-4 °C se alcanza a partir de las 2 horas de incubacién y

permanece estable, como minimo, hasta las 3,5 horas..

La representacién semilogaritmica de los valores obtenidos en los ensayos
cinéticos de disociacién de la [*H]nisoxetina resulta completamente lineal. Por lo tanto,
nos encontramos ante una cinética de primer orden que corrobora de nuevo la existencia
de una sola poblacion de lugares de unién para este radioligando en las membranas de

conducto deferente de rata.

En los estudios de saturacion realizados, se ha obtenido un coeficiente de Hill de
1,003 + 0,017 para la unién de la ["Hnisoxetina, valor que indica claramente la presencia
de una sola poblacion de lugares de unién. Asimismo, se ha obtenido una Kp de 1,63 +
0,36 nM, lo que demuestra la elevada afinidad del radioligando por el transpotador de
NA.
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Otros estudios de unién en membranas de conducto deferente de rata, pero
utilizando [*H]desipramina como radioligando (Pekelmann y de Avellar, 1992) presentan
unos valores de Kp de 3 nM, lo cual indica que la nisoxetina es mas afin para estos
lugares de unién que la desipramina, en concordancia con estudios anteriores en SNC

realizados por otros autores (Tejani-Butt, 1992).

De nuestros experimentos se ha obtenido una densidad de lugares de unién (Bpax)
de 1.625 + 500 fmoles/mg, mientras que dicho valor en otros trabajos (Pekelmann y de
Avellar, 1992) es de 462 fmoles/mg. Esta diferencia podria deberse al diferente método
de preparacion de las membranas empleado (diferente secuencia de centrifugaciones) y a
la diferencia en la cepa de ratas empleada (Wistar, mientras que nuestros experimentos se

realizaron con ratas Sprague-Dawley).

Una vez caracterizado el perfil de unién de la ["H]nisoxetina a la preparacion de
membranas de conducto deferente de rata, se han realizado ensayos de competicion con
los ligandos ¢ y PCP para determinar su posible interaccion con el transportador de la
noradrenalina en este tejido.

Ligandos PCP como el MK-801, el dextrorfano, la fenciclidina y la tenociclidina
inhibieron de manera competitiva (tal como mumestran los coeficientes de Hill y la
similitud entre la Cls; y 1a K; de cada compuesto), y a concentraciones micromolares, la
unién de la [*H]nisoxetina en membranas de conducto deferente de rata. Por lo que
respecta a los ligandos o ensayados (haloperidol, dextrometorfano y (+)-3-PPP), éstos
también fueron capaces de inhibir la unién del radioligando de manera competitiva
(excepto el (+)-3-PPP, que lo hizo de forma no competitiva) a unas Cls, micromolares.
El rango de potencias obtenido para todos estos compuestos , en funcion de las Clso, fue

el siguiente:

Haloperidol > Dextrometorfano > MK-801 > Dextrorfano >
> (+)-3-PPP > Fenciclidina > Tenociclidina
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Este orden de potencias es el mismo que el descrito en células cromafines
utilizando [*H]desipramina como radioligando (Rogers y Lemaire, 1992). De hecho,
existe una muy buena correlacion entre los resultados obtenidos por estos autores en
células cromafines y los nuestros en conducto deferente de rata utilizando la

[*Hlnisoxetina como marcador, tal como puede verse en la figura siguiente:

75-
/)]
(1}
£ TCP
§ o % ®
53
o oL
Q= 254 (+)-3-PPP
(=]
_® $MK-801
O
HP
T 1 1 I
0 5 10 15 20

Clsg conducto deferente ([3H]NIS)

Figura 36.- Correlacion entre las Cls; de diversos ligandos o y PCP en células
cromafines bovinas utilizando [*H]desipramina como marcador (Rogers y Lemaire,
1992) y nuestros resultados en membranas de conducto deferente de rata utilizando
[H]nisoxetina como radioligando. (r = 0,982, v =4, P <0,001).

Como puede observarse, este orden es independiente de las afinidades respectivas
de estos compuestos por los receptores o (haloperidol > (+)-3-PPP > dextrometorfano >
dextrorfano) y PCP, (MK-801 > TCP > PCP > dextrorfano), por lo que a priori se
descartaria la participacion de los mismos en este efecto. Por otra parte, la
competitividad observada en la mayoria de ellos refuerza esta apreciacion. En la presente
memoria se demuestra que el MK-801 potencia el efecto de la NA en conducto deferente
de rata aislado, a través de un mecanismo no relacionado con el receptor de NMDA
(Pubill y col., 1996). Otros autores (Rogers y Lemaire, 1992) descartan la participacion
de receptores o en este efecto ya que el DTG, un compuesto que posee gran afinidad por
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los receptores o, y 0 centrales y periféricos (Walker y col., 1990), no alterd la unién de
la [H]desipramina en las células cromafines bovinas. Ademis, trabajos previos
(Massamiri y Duckles, 1991) demostraban que la inhibicién de la unién de la [PHIDMI,
en preparaciones de cerebro de rata, por el 3-PPP no era estereoselectiva, mientras que

la unién a los receptores G si que lo es.

El haloperidol, un farmaco que posee afinidad nanomolar por los receptores ¢
(Walker y col., 1990), result6 ser el inhibidor mas potente de la unién de la [PHINIS,
pero a concentraciones micromolares. Por otra parte, el hecho de que un compuesto
como el MK-801, que no presenta practicamente afinidad por los receptores ¢, muestre
una efectividad similar desplazando a la [*’HJNIS que un ligando selectivo ¢ como es el
(+)-3-PPP, permite deducir que los receptores ¢ no estan implicados en este efecto.

De todos modos, si se deja de lado al (+)-3-PPP, el patron de desplazamiento
competitivo del resto de compuestos ensayados permite establecer un orden de potencias
de acuerdo al valor de la X;: haloperidol > (+)-3-PPP > dextrometorfano > dextrorfano >
MK-801 > PCP > TCP. En este caso, el orden resultante desvela una ligera mayor
afinidad de los ligandos o, inhibiendo la unién de la [PHJNIS, que los ligandos PCP,

aunque ello no querria decir que los receptores o estuvieran implicados.

Por otra parte, otros estudios en conducto deferente de rata aislado (Fox y col,
1991) utilizando (%)-pentazocina, PCP y N-alimormetazocina también descartan que la
potenciacion de las contracciones neurogénicas por estos compuestos sea mediada por
receptores sigma, apuntando a la inhibicién del uptake de NA como el mecanismo mas
probable. En nuestros experimentos, el PCP inhibié, a concentraciones micromolares
bajas, la unién de la ["H]NIS en este érgano, con lo cual dicha hipétesis se ve reforzada.

Se ha descrito que la inhibicién de la unién de la ["HJDMI por ligandos o y PCP
en células cromafines bovinas (Rogers y Lemaire, 1992) es de tipo no competitivo. En la
presente memoria, todos los compuestos ensayados menos el (+)-3-PPP inhibieron la
unién de la ["HINIS de manera competitiva. Jayanthi y col, (1993) describen que, en
membranas de placenta humana, los lugares de unién de la noradrenalina y de la
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nisoxetina son los mismos o muestran un considerable solapamiento estérico, mientras
que parece ser que el lugar de modulacién alostérica de la DMI podria estar un poco mis
apartado. La diferencia en los puntos de unién de ambos marcadores podria explicar esta

diferencia de competitividad.

Todos estos resultados permiten concluir que los ligandos ¢ y PCP ensayados
inhiben el transporte de NA uniéndose al lugar del transportador que es marcado por la
[PHINIS y que, probablemente, no es exactamente el mismo que marca la ["H]DML

¢) EFECTO SOBRE LA CAPTACION DE [PHINORADRENALINA.

Paralelamente a la caracterizacién molecular del transportador de noradrenalina
con [’H]nisoxetina y su modulacién por los ligandos o y PCP, se procedi6 a estudiar el
efecto de estos compuestos sobre la captacion de [*H]noradrenalina en la porcién
epidiﬂimal del conducto deferente de rata.

Primeramente, mediante ensayos cinéticos, se establecieron las condiciones
experimentales idoneas para posteriormente estudiar el efecto de cada uno de los
ligandos. En los ensayos cinéticos de incorporacion realizados se observa un incremento
practicamente lineal de la captacién de [‘*H]noradenalina durante los primeros 30
minutos de incubacién. El tiempo de incubacién escogido para los ensayos de inhibicion
fue de 3 minutos ya que este tiempo, ademas de ser corto, corresponde a la zona mas
lineal de la cinética de captacion y, ademas, es el tiempo empleado por otros autores

(Fmberg y col.,, 1992) en este tipo de experimentos.
Todos los ensayos se llevaron a cabo en presencia de una concentracion de Na'
de 300 mM ya que, como ya estd descrito, la funcionalidad del transportador es

altamente dependiente de la concentracion de este catién en el medio.

En los ensayos de inhibicion realizados, tanto los ligandos ¢ como PCP
ensayados fueron capaces de inhibir la captacion de [*HJnoradenalina en la parte -
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epididimal del conducto deferente de rata a concentraciones micromolares. El orden de

potencias encontrado ha sido:

Dextrorfano > MK-801 > Fenciclidina > (+)-3-PPP > Haloperidol >
> Tenociclidina >Dextrometorfano

Al igual que en los ensayos de unién con [*H]nisoxetina, la potencia de estas
sustancias para inhibir la incorporacién de [*H]noradenalina parece que no depende de

su afinidad por sus respectivos receptores.

Puede observarse, sin embargo, que la potencia de estos compuestos para inhibir
la unién de la [*H]nisoxetina no se correlaciona del todo con su capacidad para inhibir la
incorporacién de [*H]noradenalina. Esta variacion podria atribuirse primeramente a la
diferencia entre los sustratos empleados en los dos tipos de experimentos ya que, aunque
ambos provienen del conducto deferente, uno es una suspension de membranas mientras
que el otro es un tejido completo y estucturado, con los impedimentos de acceso al lugar
de unién que ello conlleva. Por otra parte, la afinidad de un compuesto por un lugar de
unién no implica que ello se traduzca en un efecto funcional, especialmente cuando se
trata de transportadores.

Asi pues, todos los compuestos ensayados se mostraron capaces de inhibir la
unién de la [*H]nisoxetina, asi como la captacién de [‘HJnoradenalina en conducto
deferente de rata, estando en concordancia con los resultados obtenidos por otros
autores en sistema nervioso central, células cromafines y arteria caudal de rata (Rogers y
Lemaire, 1991, 1992; Massamiri y Duckles, 1990, 1991).

El dextrometorfano, un fairmaco ampliamente utilizado como antitusigeno, y su
metabolito dextrorfano, han demostrado presentar actividad sobre el transporte de NA y
sobre las respuestas inducidas por la misma. Ello podria explicar parte de los efectos
indeseables de estos compuestos cuando su uso es prolongado o se produce una

sobredosificacion.
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d) Efecto del MK-801 sobre la presién arterial

en rata anestesiada.

La potenciacion de las respuestas a NA en conducto deferente y la inhibicién del
transporte de la misma por el MK-801 nos llevo a pensar que esta interaccion podria
tener repercusion a nivel sistémico, en animal entero, provocando un incremento de la
presion arterial. Algunos trabajos describen aumentos de presion y frecuencia cardiaca
después de la administracion de este farmaco (Rockhold y col, 1992), aunque no

especifican el mecanismo por el cual se produce y son realizados en rata consciente.

Otros autores (Kubo y col, 1993) han descrito que, en ratas, los receptores
NMDA median la hipertension inducida por la estimulacion del seno quimiorreceptor
carotideo con NaH,PO,. La inyeccion de MK-801 en una determinada zona del encéfalo
inhibia esta respuesta presora quimiorrefleja. Por lo tanto, el hecho de que este
compuesto, administrado sistémicamente, induzca un aumento de presion arterial, indica

que su accion global es mucho mas compleja.

En nuestros experimentos, la administracion endovenosa de MK-801 a ratas
anestesiadas con pentobarbital provoco un aumento de presion arterial dosis-dependiente
que iba acompaiiado, sin embargo, de una posterior caida de la misma por debajo de la
linea basal

La vagotomia bilateral no inhibia la caida subsiguiente al aumento y, por lo tanto,
ello permite descartar que la caida sea debida a una accion refleja por la subida inicial
Por otra parte, la anulacién del control del SNC mediante la desmedulacion provocé la
desaparicion de esta caida. Estos dos hechos permiten deducir que esta caida se debe a
un mecanismo central, que bien podria ser mediada por receptores NMDA tal y como
describen Kubo y col. (1993).

Ademas, el MK-801, a dosis utilizadas en ensayos conductales (0,3 mg/kg), fue

capaz de potenciar el incremento de presién inducido por la administraciéon endovenosa

de noradrenalina (0,17 pg/kg) en rata desmedulada. Este resultado, sumado a que todos
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‘nuestros anteriores experimentos demostraban que el MK-801 era capaz de potenciar la
actividad noradrenérgica inhibiendo la recaptacion de NA, nos llevé a probar que, si el
efecto presor de este firmaco era debido a una accion adrenérgica indirecta, aumentando
la NA del espacio sinaptico, deberia inhibirse al administrar prazosina previamente al
MK-801. La prazosina no anuld la respuesta presora del MK-801 de forma significativa,
aunque se observa que el aumento de presion inducido por el MK-801 en presencia de

este antagonista o, es menor que en los animales no pretratados.

Por otra parte, sin embargo, en ratas reserpinizadas se observé una disminucién
significativa en el incremento de presion arterial. Este hecho, unido a la tendencia a la
inhibicién por prazosina descrito antes, permite pensar que el efecto presor podria tener,
pues, parte de componente adrenérgico en concordancia con los resultados obtenidos

con otras técnicas.

Para determinar si existia un efecto B-adrenérgico en la accion presora del MK-
801 se bloquearon dichos receptores con propranolol. Sorprendentemente, al administrar
a continuacién el MK-801, los animales morian. Ello podria ser debido a que el MK-801,
per se o mas probablemente por interaccién con el pentobarbital, provocara una
bradicardia y una depresion respiratoria paralela a la caida secundaria de presion que
acontece que, en condiciones normales, serian remontada por un estimulo adrenérgico
reflejo (de hecho es lo que se observa en las ratas no pretratadas). Esta recuperacion de
la frecuencia cardiaca y respiratoria via estimulo adrenérgico no seria posible cuando los
receptores B estan bloqueados. De hecho, se ha descrito en ratas anestesiadas con
pentobarbital la aparicion de cierta depresion respiratoria al administrar MK-801 que se
atribuye a un efecto central (Connelly y col., 1992).

La diferencia entre los porcentajes de incremento de presiéon por MK-801 entre
ratas normales y desmeduladas resulté ser no significativa. De ello puede concluirse que
el efecto presor del MK-801 es el mismo en rata normal que en rata desmedulada. Por lo
tanto, el efecto presor se debe a un mecanismo periférico, mientras que la caida
subsiguiente, tal y como ya se ha comentado, se debe a un efecto central de mayor peso

especifico en nuestra preparacion.
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CONCLUSIONES

1.- E1 MK-801 potencia, de manera concentracién-dependiente, las respuestas tanto a la
noradrenalina exdgena como a la estimulacion eléctrica, en conducto deferente aislado de

rata. Dicha potenciacion no es debida a un efecto directo a nivel postsinaptico (o).

2.- Se descarta tanto la participacion del receptor NMDA como la implicacién de

receptores a; en este efecto potenciador.

3.- La potenciacion del efecto de la noradrenalina exégena por MK-801 no depende de
las reservas endogenas de dicho neurotransmisor y, en principio, puede descartarse que

se deba a un aumento en la liberaciéon del mismo.

4.- De las anteriores conclusiones y del hecho de que el efecto potenciador del MK-801
se anula al disminuir el sodio del medio, se concluye que el mecanismo responsable es la

mmhibicion de la recaptacion de noradrenalina.
5.- Al igual que la desipramina, inhibidor de la recaptacion de noradrenalina, el MK-801

es capaz de inducir un aumento muy marcado de la actividad esponténea en el conducto
deferente aislado de rata.
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6.- Excepto el haloperidol, los demis ligandos PCP y o ensayados fueron también

capaces de potenciar el efecto de la noradrenalina exogena, con un orden de potencia:
PCP > TCP >MK-801 > (+)-3-PPP >Dextrorfano >>Dextrometorfano

7.- Anilogamente, los anteriores compuestos, excepto el haloperidol que inhibi6,
potenciaron las contracciones inducidas por estimulacién eléctrica, aunque con un orden

de potencia diferente:
(+)-3-PPP > PCP > MK-801 > Dextrometorfano > TCP >>> Dextrorfano

8.- Por ello, ademas de un efecto inhibidor de la recaptacion de la noradrenalina, no se
descarta, la participacion de receptores ¢ en la potenciacién de las contracciones

neurogénicas.

9.- La unién de la [H]nisoxetina en membranas de conducto deferente de rata es sodio-
dependiente y marca, de manera especifica, selectiva y estable, una poblacion homogénea

de sitios de union.

10.- Los ligandos sigma y PCP ensayados inhiben, de manera competitiva (excepto el
(+)-3-PPP), la unién de la [*H]nisoxetina a dicha preparacién, con unas Clso de orden

micromolar.

11.- Analogamente, dichos compuestos son capaces de inhibir, a concentraciones

micromolares, la incorporacion de [*HJnoradrenalina en secciones de conducto deferente

de rata.
12.- Por lo tanto, los ligandos sigma y PCP inhiben la captacion neuronal de

‘noradrenalina en el conducto deferente de rata al interaccionar con el lugar de su

transportador que marca la [*H]nisoxetina.
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13.- El MK-801 provoca per se un aumento transitorio de la presion arterial en rata
anestesiada, seguido de un descenso de la misma por debajo del valor basal. Dicho
descenso también tiene lugar en ratas vagotomizadas, con lo que se descarta que sea una

respuesta refleja.

14.- Ya que este compuesto es capaz también de potenciar el efecto presor de la
noradrenalina en rata desmedulada y en esta preparaciéon no se produce el descenso
subsiguiente, se demuestra que el incremento de presion que provoca el MK-801 es un

efecto periférico, mientras que el descenso se debe a un mecanismo central.
15.- Los ligandos o y PCP, ademas de ejercer sus efectos centrales, son capaces de

potenciar el efecto de la noradrenalina a nivel periférico, repercutiendo en la actividad de

los sistemas fisiologicos que de ella dependen.
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