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INTRODUCCION

Durante los dltimos 20 afios las benzodiacepinas se han convertido
en uno de los grupos de fdrmacos mds utilizados en diversas areas
terapéuticas, incluyéndose el tratamiento de la ansiedad, el insomnio y la
epilepsia. Asimismo son utilizados de forma habitual como relajantes
musculares en algunas afecciones especificas como los espasmos musculares
y como premedicacién en anestesia.

La popularidad de las benzodiacepinas como ansioliticos ha aumentado
de forma espectacular desde que se introdujeron en terapéutica. La primera
benzodiacepina introducida en clinica fue el clordiazep6éxido en 1960; durante
un periodo de méds de 10 afios se sintetizaron y comercializaron un gran
nimero de estos compuestos con efectos terapéuticos diferenciados, se ha
logrado asi una cierta selectividad de accién y, por tanto, de indicacién
terapéutica. De este modo, el flunitrazepam y el temazepam al producir una
sedacién intensa, suelen usarse como fdrmacos de eleccién en el tratamiento
del insomnio, mientras que el clonazepam, se utiliza preferentemente como
anticonvulsivo.

El mecanismo de accién que media estas acciones es ampliamente
conocido y estd relacionado, a nivel del sistema nervioso central, con la
interaccién de estos formacos con un receptor especifico de alta afinidad que
forma parte del complejo-receptor GABA-ionoforo del cloro. El 4cido gamma-
aminobutirico es un neurotransmisor con actividad inhibidora en el sistema
nervioso central. Asf, la activacién del sistema gabaérgico lleva consigo la
inhibicién de la actividad otras células, como pueden ser, por ejemplo, las
noradrenérgicas, dopaminérgicas, serotoninérgicas y colinérgicas. Estudios
electrofisiolégicos demuestran que las benzodiacepinas ejercen su accién a
través de la potenciacién de la actividad del GABA (Costa y col., 1979).

A partir de 1980 se abre un nuevo campo de investigacién para estos
compuestos al identificarse un segundo tipo de sitios de unién. LeFur y col.
(1983a; 1983b) demostraron que las benzodiacepinas, no sélo interactian con
su receptor a nivel de sistema nervioso central, sino que son capaces de



unirse a otros sitios especificos en tejidos periféricos, que no estdn
relacionados ni con el GABA ni con el ionoforo de cloro.

Tanto la especificidad como la afinidad de estos compuestos por estos
lugares de unién es distinta de la que se observa para los receptores
benzodiacepinicos centrales 'y se les ha denominado receptores
benzodiacepinicos periféricos. Existen ligandos especificos que reconocen con
alta afinidad el receptor benzodiacepinico periférico, como son el Ro 5-4864
y el PK 11195, que han facilitado el estudio de este receptor. Gracias a ello,
se ha podido demostrar la presencia de este tipo de sitio de unién , no sélo
a nivel de tejidos periféricos sino también a nivel de sistema nervioso central
(Benavides y col., 1984), aunque su distribucién en éste es completamente
diferente de la de los receptores benzodiacepinicos centrales, como han
demostrado los estudios autorradiogréficos en cerebro de rata (Anholt y col.,
1984; Benavides y col., 1983).

El papel de este sitio de unién a nivel fisiolégico estd ain por
determinar, a pesar del conocimiento extensivo de su localizacién, tanto
anatémica como celular. En un principio se han sugerido funciones
relacionadas con el crecimiento y la diferenciacién celular (Anholt y col.,
1986); el Ro 5-4864 ha sido descrito como un compuesto convulsivante y
ansiogénico tanto en roedores como en humanos (Pellow y col.,, 1984). Sin
embargo, los ltimos trabajos apuntan hacia un posible efecto estimulador
de la esteroidogénesis a través de la interaccién de las benzodiacepinas con
su receptor a nivel periférico (Yanagibashi y col., 1989).

Existen diversos estudios que sugieren que el receptor
benzodiacepinico periférico podria estar relacionado con los canales de calcio
voltaje-dependientes (Mestre y col., 1985; Taft y col., 1984; Bender y col.,
1985). Si esta relacién se confirmara, la terapia de la ansiedad con
benzodiacepinas podria afectar los procesos mediados a través de los canales
de calcio voltaje-dependientes y deberia tenerse en cuenta su posible
interaccién con otros tratamientos en los que se utilizaran los antagonistas
del calcio, como es el caso de la angina de pecho o la hipertensién. Sin
embargo, las elevadas concentraciones que se precisan para la modulacién de



estos canales de calcio cuestionan que exista una relacién directa entre los
canales de calcio voltaje-dependientes y los receptores benzodiacepinicos
periféricos.

Por otra parte, se ha citado (Clanachan y col., 1979; 1980) que el
diazepam potencia la respuesta de la adenosina en tejidos periféricos y se ha
relacionado este compuesto con el mecanismo de recaptacién de la adenosina.
Esta potenciacién se produce pues por un mecanismo de accién que no
implica a los receptores benzodiacepinicos periféricos. La adenosina y sus
derivados fosfatados son responsables del control y modificacién de un gran
nimero de procesos fisiolégicos, tanto a nivel periférico como a nivel del
sistema nervioso central. Por una parte afectan la actividad de la adenilato
ciclasa y a, por lo menos, dos tipos de corrientes i6nicas (K* y Ca*)
(Fredholm y col., 1988). Por otra parte se ha observado que los niveles
extracelulares de adenosina aumentan tras periodos de isquemia, hipoxia e
hipercapnia, asi como tras las crisis epilépticas, por lo cual se considera a
la adenosina como un anticonvulsivante endégeno, ya que inhibe la liberacién
de neurotransmisores excitadores, pero no la de neurotransmisores inhibidores
(tipo GABA) (Dragunow y col., 1988). La potenciacién por benzodiacepinas de
la accién adenosinica, por inhibicién de la recaptacién de esta sustancia, se
sumaria a su accién facilitadora del sistema gabaérgico.

El OBJETIVO de la presente Tesis ha sido la caracterizacién del
mecanismo de accién de estos compuestos a nivel de algunos tejidos
periféricos, utilizando para ello el agonista especifico de los receptores
benzodiacepinicos periféricos, el Ro 5-4864, el antagonista PK 11195, un
agonista mixto de los receptores benzodiacepinicos centrales y periféricos, el
diazepam, y un agonista especifico de los receptores benzodiacepinicos
centrales, el clonazepam. El hecho de que estos compuestos hayan presentado
una actividad moduladora de diferentes procesos de contraccién del misculo
liso, hace que sea interesante determinar el mecanismo concreto de accién a
este nivel.



Se han utilizado firmacos especificos del receptor gabaérgico para
determinar la posible implicacién del sistema gabaérgico en las acciones de
las benzodiacepinas a nivel de tejidos periféricos.

Asimismo, para dilucidar la posible relacién de estos compuestos con
los canales de calcio voltaje-dependientes se han realizado estudios
comparativos con antagonistas de los canales de calcio voltaje-dependientes,
para determinar la implicacién de estos compuestos en la movilizacién del
calcio a nivel de la membrana celular. También se ha estudiado la influencia
de estos compuestos en la movilizacién del calcio a nivel de sus almacenes
intracelulares y a través de su regulacién por el sistema de segundos
mensajeros de los fosfatidilinositoles.

Por otra parte, la demostrada capacidad que presentan las
benzodiacepinas de inhibir la recaptacién de la adenosina, relaciona estos
compuestos con otros de accién similar, como el dipiridamol. El dipiridamol
es también capaz de inhibir la actividad de la fosfodiesterasa a nivel del
sistema circulatorio, lo que explica su efecto inhibidor de la agregacién
plaquetaria. Teniendo en cuenta la relacién existente entre los procesos de
contraccién-relajacibn muscular y la actividad de este enzima, se ha
determinado también la accién de las benzodiacepinas sobre este enzima y la
posible relacién de éste con el mecanismo de accién de estos compuestos a
nivel periférico.
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1.-BENZODIACEPINAS
1.1.-Introduccion.

Las benzodiacepinas se intrlodujeron en la terapia de la ansiedad
a principios de los afios sesenta. Ademds se utilizaron en el tratamiento
del insomnio, epilepsia y como relajantes musculares. Realmente no
aportaron acciones nuevas, ya que las actividades m4s relevantes, como la
ansiolitica, hipnética, miorrelajante, anticonvulsivante y antiepiléptica eran
inducidas por otros fdrmacos ya conocidos y utilizados como los
barbituratos y el mepobramato; sin embargo su ventaja radica en su
relacibn positiva beneficio-riesgo. Una propiedad comin a las
benzodiacepinas y barbituratos es que provocan sedacién, pero en el caso
de las benzodiacepinas la depresién del Sistema Nervioso Central no es
predominante y puede conseguirse una accién sedante ligera, facilitando
su uso mantenido con menos riesgo de tolerancia y farmacodependencia.
Asimismo, se ha logrado ejercer una accién anticonvulsivante, evitando el
peligro de una depresién profunda, coma y parada respiratoria (Flérez, J.,
1989; Flérez y col., 1987).

A pesar de su amplia utilizacién, el mecanismo de accién
permanecié desconocido hasta que se descubrié que estos firmacos
potenciaban la accién inhibidora del neurotransmisor 4cido gamma-
aminobutirico (GABA). Desde entonces, la interaccién entre benzodiacepinas
y GABA, asi como su implicacién en la farmacologia humana han sido
objeto de numerosos estudios.

1.2.-Caracteristicas quimicas.

El nicleo comin es el anillo benzodiacepinico (Fig. 1). La mayoria
posee los N del anillo diacepina en posiciones 1 y 4, pero algunos los
tienen en posicién 1 y 5 (p. €j., clobazam). Todos ellos incluyen un radical
en posicibn 9, generalmente Cl o NO, con frecuencia, en las
benzodiacepinas recientemente sintetizadas se incorpora un grupo carbonilo
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Figura 1: Estructura quimica de las principales benzodiacepinas.




en posicién 2 ya que de esta forma se consigue incrementar notablemente
su actividad. Por otra parte, gracias a la introduccién de anillos adicionales
se han obtenido series derivadas como las triazolobenzodiacepinas (p. €j.,
alprazolam) y tienodiacepinas (p. €j., bentracepam).

Las diversas sustituciones provocan cambios importantes en:

a.- Los efectos farmacolégicos centrales, ansioliticos, sedacién,
accién antiepiléptica, miorrelajacién central.

b.- La potencia farmacolégica.

c.- Las propiedades farmacocinéticas, que influyen de manera
decisiva en la distribucién del producto y en la duracién de su accién. La
mayoria tienen propiedades equivalentes. Adem4ds muchas benzodiacepinas
presentan metabolitos biol6gicamente activos.

1.3.-Mecanismos moleculares de accion de las
benzodiacepinas a nivel central.

1.3.1.- Accién sobre la neurotransmision.

De todos los sistemas de neurotransmisién conocidos hasta ahora,
el que es més directamente afectado por las benzodiacepinas es el sistema
del dcido gamma-aminobutirico (GABA) (Costa y col., 1979). E1 GABA es
uno de los neurotransmisores conocidos con mayor accién inhibidora. En
multiples estudios realizados, tanto a nivel de respuesta de un érgano
como a nivel de respuesta bioeléctrica celular, se ha podido comprobar que
las benzodiacepinas y los barbituratos mimetizan o incrementan la
actividad inhibidora del GABA (Tallman y col.,1978; 1980).

Gracias a estos estudios se puede concluir que las benzodiacepinas
modulan los procesos sindpticos de transmisién gabérgica. Ahora bien, por
si solas no incrementan los niveles de GABA, no alteran su recaptacién,
ni inhiben su metabolismo y tampoco facilitan su liberacién; en consecuen-
cia, estos formacos no actian a nivel de la neurona presindptica. Por otra
parte, su accibn GABA-mimética se aprecia si existe transmisién gabérgica
fisiolégica o facilitada por la aplicacién exégena del aminodcido. Pero no
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son firmacos agonistas propiamente dichos de los receptores gabaérgicos.
Por tanto, aunque su sitio anatémico de accién sea a nivel postsinédptico,
deben actuar sobre el receptor GABA de manera indirecta mediante la
facilitacién especifica de la activacién de dicho receptor. Esto significa que
la benzodiacepina ha de reconocer un locus especifico pré6ximo al locus del
GABA y activarlo, por ejemplo, por incremento de la afinidad entre GABA
y su propio receptor, lo que inducird posteriormente la apertura del canal
de cloro acoplado al receptor gabaérgico, con la correspondiente inhibicién
de la neurotransmisién.

En definitiva, este mecanismo requiere que existan en la
membrana neuronal elementos especificos de reconocimiento para las
benzodiacepinas, es decir, receptores benzodiacepinicos especificos (Skolnick
y col.,1988).

1.3.2.- El receptor benzodiacepinico central.

En ensayos "in vitro" mediante estudios de fijacién de ligandos
marcados, se ha podido comprobar la existencia en las membranas
neuronales de lugares que poseen una elevada afinidad por las benzo-
diacepinas. Esta fijacién es estereoespecifica, saturable y desplazable por
las benzodiacepinas entre si, caracteres todos ellos que sefialan con
evidencia que dichos lugares poseen las cualidades de un receptor
especifico para las benzodiacepinas (Braestrup y col., 1977a; 1977b; 1978;
Davies y col.,, 1978). Adem4ds, se observa una buena correlacién entre los
valores que indican la afinidad de cada benzodiacepina por el sitio receptor
y la correspondiente potencia farmacolégica observada (Squires y col., 1977;
Mohler y col.,, 1977).Ello confirma la idea de que existen receptores
especificos para las benzodiacepinas en el sistema nervioso central, cuya
activacién es responsable de algunas de sus acciones farmacolégicas. La
distribucién de estos receptores en el cerebro es amplia aunque no
homogénea, como se comprueba en estudios de cuantificacién bioquimica
de receptores (Braestrup y col. 1977a; Mohler y col., 1978), asf como en
estudios autoradiogréficos (Young y col., 1979; 1980), observdndose que se
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encuentra asociado fisica y funcionalmente al subgrupo de receptores
GABA,.

Aunque parece que todos los receptores benzodiacepfnicos centrales
forman parte de los receptores GABA,, no se puede afirmar que todos los
receptores gabaérgicos de este tipo estén asociados a receptores benzodia-
cepinicos. Asimismo, estudios realizados por Olsen y colaboradores (1982)
demostraron una compleja interaccién alostérica entre los receptores
benzodiacepinicos y los GABA,, con el denominado receptor
picrotoxina/barbiturato, que se crefa localizado en el ionéforo del cloro
(Leeb-Lunderg y col., 1982). Esta interaccién se comprobé con la utilizacién
del [*S] t-butil-biciclofosforotionato (TBSP), compuesto que se une al canal
del cloro de forma ain mds especifica que la picrotoxina (Squires y
col.,1983). Esta, junto con barbituratos y pirazolopiridinas, inhiben la unién
del TBSP al ionéforo, y potencian la unién de las benzodiacepinas y el
GABA in vitro (Ticku y col, 1986). El hecho que concentraciones
suficientes de TBSP sean capaces de eliminar la potenciacion de la
picrotoxina sobre las benzodiacepinas, ademds de estudios adicionales
electrofisiolégicos (MacDonald y col.,1978; Mathers y col.,1980,; Barnes y
col.,, 1983), supone que podemos restringir la accién de picrotoxina,
barbituratos y sustancias andlogas al canal del cloro.

1.3.3.- Organizacién del complejo supra.tilolecular.

La necesidad de elucidar la intrincada relacién entre los receptores
del GABA y el benzodiacepinico se ha visto satisfecha gracias a la
utilizacién de técnicas de solubilizacién y purificacién con detergentes, asi
como de técnicas autorradiogrédficas y de visualizacién inmunocitoquimica
de receptores benzodiacepfnicos en el sistema nervioso central.

Utilizando diferentes detergentes, se han conseguido purificar los
receptores gabaérgico y benzodiacepinico (Sigel y col.,, 1984; Olsen y
col.,1984) conservdndose su capacidad interactiva. Recientemente se ha
demostrado la presencia de un tercer componente en el complejo receptor
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GABA,-benzodiacepinas, reconocido como el lugar de unién para el TBSP
(Stephenson y col.,1982).

El peso molecular de este complejo supramolecular estd
comprendido entre 220.000 y 355.000 (Stephenson y col., 1982). Estudios
de unién con flunitrazepam tritiado (Sieghart y col.,1980, 1983) y
muscimol marcado (Asano y col., 1983; Deng y col., 1986) han permitido
establecer los pesos moleculares de las protefnas integrantes y que estdn
comprendidos entre 50.000- 60.000. Este peso molecular estimado para las
subunidades del receptor benzodiacepfnico () y del gabaérgico (B), estdn
en concordancia con los obtenidos (48.800-51.400) a través de la expresién
de DNAs complementarios que codifican estas subunidades (Deng y
col.,1986). Asimismo, la co-expresién a partir de RNAs de estas
subunidades en oocitos de Xenopus (Schofield y col.,1987), conduce a la
obtencién de canales cloro GABA-dependientes, sensibles a la accién de las
benzodiacepinas, de los barbitiiricos y de la picrotoxina.

Estos resultados sugieren que el complejo receptor formado por
el receptor benzodiacepinico acoplado al gabaérgico y el canal de cloro se
forma por agrupamiento de las subunidades o y 8. Se ha propuesto una
configuracién tetramérica para este complejo supramolecular formado por
el receptor del GABA y el ionéforo del cloro, que se configuraria como o8,
(Fig. 2) (Schofield y col.,1987) que estaria de acuerdo con los datos
obtenidos a nivel del peso molecular determinado.

La visualizacién, por técnicas autorradiogrédficas, de la unién de
las benzodiacepinas a su receptor muestra una estrecha relacién entre la
localizacién de estos receptores y los receptores gabaérgicos en la mayoria
de tejidos cerebrales estudiados (Unnerstall y col.,1981; Polc, 1988).

Los estudios més recientes se han llevado a cabo, mediante
técnicas que implican la participacién de anticuerpos monoclonales. Estos
anticuerpos no sélo inmunoprecipitan el complejo macromolecular con los
tres lugares de unién acoplados alostéricamente (GABA,, benzodiacepinas
y TBSP), sino que muestran su amplia localizacién en el SNC, como ocurre
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en las técnicas autorradiogrédficas (Schoch y col,, 1985). Un andlisis
detallado muestra una mayor localizacién de este complejo en los cuerpos
neuronales y en zonas del SNC donde las neuronas gabérgicas muestran

una mayor densidad.

Bzir;zodiazepinas agonistas

1296

gf(;g‘?zgss antagoé:as
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Ro 15-4513
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Convulsivantes
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Figura 2: El complejo GABA/benzodiacepina/ionéforo del cloro. En
la figura se muestran los diferentes sitios receptores dentro del complejo,

y se sefialan algunos ejemplos de los ligandos que interactian con ellos
como agonistas, antagonistas y agonistas inversos. De Lister y Nutt, 1987.
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1.3.4.- Relacién funcional entre el receptor gabaérgico
y el benzodiacepinico.

El mecanismo de accién de las benzodiacepinas es la induccién de
cambios conformacionales de los receptores que integran el complejo
supramolecular. Este cambio conformacional, que tan s6lo se da cuando el
firmaco se une al receptor, es el que determinard la eficacia de dicho
fdrmaco. Estos cambios conformacionales tinicamente pueden explicarse a
nivel molecular si se acepta que el formaco se une a distintos estados del
receptor y con distinta afinidad. El estado de reposo y el activado
representarian los estados de cierre y apertura, respectivamente, del canal
de cloro. La presencia de dos clases de sitios de unién en el complejo
receptor implica necesariamente el tener en cuenta los fenémenos de
cooperatividad. Cualquier combinacién de dos fdrmacos que se unen a
distintos sitios de unién y que pueden acceder a estados activados o de
reposo desarrollard la cooperatividad. Esta combinacién es de tipo
heterotrépico puesto que la interaccién supone la unién a distintos sitios
(el receptor gabaérgico y el benzodiacepinico) (Pellow y File, 1984).

El funcionalismo molecular del complejo supone que la unién del
GABA a su receptor provoca la apertura del canal del cloro, manteniéndose
abierto mientras dure esa unién y permitiendo en consecuencia el flujo de
iones cloro a través del ionéforo (Braestrup y col.,, 1977; Hunkeler y col.,
1981).

Varios estudios han demostrado que la aplicacién de GABA, o de
sustancias gabaérgicas (por ejemplo el muscimol), incrementa la afinidad
de las benzodiacepinas por su receptor especifico, mientras que la
bicuculina, un inhibidor competitivo del receptor GABA,, reduce dicha
afinidad (Karobath y col., 1979; Briley y col., 1978; Tallman y col., 1978;
Regan y col., 1980).
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Figura 3: Modelo de la accién de las benzodiacepinas sobre la
unidad reguladora del receptor del GABA. De Costa y Guidotti (1979).

En sentido inverso cabe citar también que la presencia de
benzodiacepinas incrementa la fijacion del GABA a su receptor
correspondiente. Efecto que es dosis-dependiente y estereoespecifico
(Guidotti y col., 1978).

Esta mutua accién facilitadora, por la que GABA y
benzodiacepinas incrementan sus afinidades de forma reciproca por sus
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respectivos receptores, puede explicarse por la presencia de un tercer
elemento, una protefna préxima a ese complejo, llamada GABA-modulina,
por la cual tienen afinidad tanto el GABA como las benzodiacepinas (Costa
y col., 1979).

El papel de 1a GABA-modulina, por su capacidad de fijar GABA,
seria el de inhibir 0 modular la presencia de GABA a nivel de su receptor.
Dado que el GABA y las benzodiacepinas se fijan indistintamente a la
GABA-modulina, la presencia de benzodiacepinas incrementaria el nimero
de moléculas libres de GABA que se pueden fijar a sus receptores, y
viceversa.

Ello explicaria por qué las benzodiacepinas actian incrementando
o facilitando los efectos fisiolégicos de la transmisién gabérgica. Por otra
parte, la fijacién del GABA a la modulina, podria ir seguida de cambios
alostéricos en el propio receptor gabaérgico capaces de modificar su
afinidad por el GABA (Fig. 3).

Aunque el complejo receptor gabaérgico-canal de cloro en
condiciones normales, conduce a una situacién de cierre del canal en
ausencia de GABA, las experiencias llevadas a cabo en animal "in vivo"
(Guidotti y col.,, 1978) permiten deducir que la liberacién endégena de
GABA, en situacién de homeostasis gabérgica, mantiene un cierto estado
de apertura del canal del cloro.

1.4.- Agonistas, antagonistas y agonistas inversos.

Los agonistas benzodiacepfnicos son fdrmacos que,
interaccionando con el dominio B, facilitan la interaccién entre las dreas
G y C y abren el canal de cloro.

Los antagonistas, por su parte, se fijan al receptor y, o bien no lo
modifican, o la modificacién es insuficiente para facilitar la accién
gabérgica; pero con su presencia dificultan o inhiben la fijacién de un
agonista. El m4s conocido es el Ro 15-1788, etil-8-fluoro-5,6-dihidro-5-metil-



6-0x0-4H-imidazo 1,5a[1,4]benzodiacepina-3-carboxilato, (Flumazenil), que
en los primeros estudios resulté ser inactivo farmacolégicamente per se,
pero se observé que bloqueaba la unién de los agonistas al receptor
benzodiacepinico central (Hunkeler y col., 1981). Posteriomente ha
mostrado efectos proconvulsivantes (Nutt y col., 1983; Jensen y col., 1986).

Los agonistas inversos son sustancias que se fijan especificamente
al receptor benzodiacepinico pero, en lugar de facilitar la accién gabaérgica
sobre el canal, la inhiben o reducen, con lo cual disminuye la inhibicién
funcional del complejo sobre la transmisién sindptica. El hallazgo, en orina
humana, de las B-carbolinas (ésteres del dcido B-carbolin-3-carboxilico),
compuestos que se unen al receptor benzodiacepinico (Braestrup y
col.,1983), representé el inicio del campo de los agonistas inversos, siendo
los principales sus ésteres y amidas. En numerosos estudios de tipo
bioquimico, electrofisiolégico y de conducta las B-carbolinas producian
efectos opuestos a las benzodiacepinas (Oakley y col., 1980; Cowen y col.,
1981; Jones y col., 1981; Polc y col., 1981; Braestrup y col., 1983). Uno de
los hechos m4s relevantes fue la inhibicién por GABA de la unién de estos
compuestos al receptor benzodiacepinico, lo cual sugiri6é que estos
compuestos convulsivantes podrian actuar disminuyendo la inhibicién del
sistema gabaérgico (Braestrup y col, 1981b).

Teniendo en cuenta los efectos de las benzodiacepinas y las B-
carbolinas son antagonizados por el flumazenil, se asumié que los cambios
conformacionales que producian los agonistas y agonistas inversos sobre el
receptor benzodiacepinico central eran opuestos a los que producian los
antagonistas, en el primer caso se producia una potenciacién del sistema
gabaérgico, y en el segundo se evitaba esta potenciacién, porque el receptor
era ocupado por una molécula conformacionalmente inerte.

1.5.-Ligando endégeno
Aunque la existencia de un sitio especifico de fijacién para un

ligando exégeno no es razén indiscutible para que exista un ligando
endégeno fisiolégico, si es razén suficiente para su bisqueda. La inosina,
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uno de los posibles ligandos endégenos, se fija al receptor con afinidad
baja. Otro compuesto, la tribulina, estd presente en la orina de ratas
sometidas a estrés o de personas en situacién de sindrome de abstinencia
a benzodiacepinas y se fija asimismo, al receptor benzodiacepinico.

Guidotti y col.(1983), han extraido y purificado del cerebro de rata
un polipéptido denominado DBI (inhibidor de la unién del Diazepam), el
cual muestra una elevada afinidad por los sitios centrales de unién a las
benzodiacepinas. Este péptido produce unos efectos similares a los de las
B-carbolinas. Un fragmento de este péptido (18 amino4cidos), denominado
ODN, produce los mismos efectos que el péptido DBI precursor y se une
asimismo a los sitios especificos para las benzodiacepinas (Costa y col.,
1985). El que el ODN o el DBI representen o sean parte del ligando
endégeno para el receptor benzodiacepfnico a nivel central es algo que
todavia es prematuro establecer. Sin duda, el descubrir el ligando endégeno
que a nivel cerebral modula la accién del GABA y de las benzodiacepinas
contribuird a esclarecer las bases moleculares de la ansiedad y de sus
transtornos asociados (Flérez y col., 1987).

2.-ELL RECEPTOR BENZODIACEPINICO
PERIFERICO.

2.1.-Caracteristicas diferenciales con el receptor
benzodiacepinico central

Las benzodiacepinas son firmacos usualmente reconocidos por su
accién sobre el sistema nervioso central. Son, como se ha mencionado
anteriormente, fdrmacos efectivos como ansioliticos, anticonvulsivantes,
hipnéticos y relajantes musculares. Estas acciones farmacolégicas estdn
mediadas por la interaccién de las benzodiacepinas con un receptor
localizado en el sistema nervioso central y estrechamente relacionado con

el complejo receptor del GABA y el ionéforo del cloro (Braestrup y col.,
1977; Tallman y col., 1980).
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Poco tiempo después de descubrirse el receptor benzodiacepinico
localizado en el sistema nervioso central, se observé que el diazepam se
unia de modo especifico y con afinidad nanomolar, a érganos periféricos
como rifién, higado, pulmén, misculo esquelético, etc. A estos lugares de
unién localizados fuera del sistema nervioso central se les denominé
receptores benzodiacepinicos periféricos.

La diferenciacién del receptor benzodiacepinico central del
periférico se ha podido llevar a cabo gracias a la distinta afinidad que
presentan un grupo de compuestos de estructura benzodiacepinica. Asi, por
ejemplo, el clonazepam, benzodiacepina farmacol6gicamente activa, presenta
una elevada afinidad por el receptor benzodiacepinico central (CIy, = 5
nM)) y baja afinidad por el receptor benzodiacepinico periférico (CIy, =
2900-7900 nM). Por el contrario, el Ro 5-4864 presenta una baja afinidad
por el receptor central, con una Cl, = 163 nM, tiene una elevada afinidad
por el receptor benzodiacepinico periférico, con una Cly, = 41 nM, y
muestra ser 30.000 veces mé4s potente al desplazar al [’H] Diazepam unido
a rifién que en el unido a cerebro (Braestrup y col., 1977).

Gracias a todo ello, podemos diferenciar entre receptor
benzodiacepinico central y periférico utilizando clonazepam, diazepam y Ro
5-4864, siendo el orden de afinidad Ro 5-4864>diazepam>clonazepam para
el receptor periférico, y opuesto al encontrado por Le Fur y col. (1983a,
1983b) para el receptor benzodiacepinico central (Fig. 4).

Por otra parte, ligandos que se unen al receptor benzodiacepinico
central como barbituratos, picrotoxina, aniones tipo Cl" y otros ligandos
endbgenos (purinas y B-carbolinas), no afectan a la unién del [°*H] Ro 5-
4864 al receptor periférico (Marangos y col.,1982; Shoemaker y col.,1983).
Adem4ds los receptores benzodiacepinicos periféricos no estdn ni asociados
con el receptor del GABA ni con el canal de cloro.

El lugar de unién periférico no sélo es reconocido por las N-
alquilbenzodiacepinas, sino también por varios derivados de tipo
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isoquinolefnico, de los cuales el prototipo ha sido el PK 11195, 1-(2-
clorofenil)-N-metil-N-(1-metilpropil)-3-isoquinoleincarboxamida, el cual se
une selectivamente al receptor benzodiacepinico periférico, como se ha
demostrado en experiencias tanto "in vitro" (Le Fur y col.,1983a) como "in
vivo" (Le Fur y col., 1983c). Este compuesto es un potente antagonista del
Ro 5-4864 y no afecta al Ro 15-1788, ligando especifico del receptor
benzodiacepinico central (Mestre y col.,1984).

Asimismo, estudios tanto bioquimicos (Le Fur y col.,1983b) como
farmacolégicos (Mestre y col., 1984; Weismann y col.,1985; Mizoule y col.,
1985) o termodindmicos (Cantor y col., 1984) han sugerido que Ro 5-4864
y PK 11195 deben considerarse como agonista y antagonista,
respectivamente, del receptor benzodiacepinico periférico (Doble y col.,1987).

La ausencia de correlacién entre las propiedades terapéuticas y
la afinidad por sus lugares de unién al receptor periférico ha abierto un
amplio campo de investigacién que en los iltimos afios ha sido ocupado por
diferentes teorias acerca de la funcién fisiolégica de estos lugares de unién,
relaciondndolos con el metabolismo intermediario y la diferenciacién celular
(Anholt y col., 1986), y con una posible regulacién del sistema endocrino
(Verma y col.,1989). Incluso se ha llegado a considerar estos lugares como
"aceptores” y no como receptores, es decir que estdn desprovistos de accién
fisiolégica (Richards y col., 1982; Pellow y col.,1984).

Ademds de la diversificacién farmacolégica entre los receptores
benzodiacepinicos centrales y periféricos se diferencian también filogenética
y ontogénicamente. El receptor benzodiacepinico periférico aparece mais
tarde evolutivamente, pero es anterior ontogénicamente hablando. Mientras
que el receptor benzodiacepinico central se ha encontrado en aves, reptiles
y anfibios, asf como, en peces, los receptores periféricos sélo han sido
detectados en mamiferos (Bolger y col., 1985).

Estudios de unién con Ro 5-4864 tritiado en rata, han demostrado
que el receptor benzodiacepinico periférico aparece en el perfodo perinatal
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a nivel del cerebro, y aumenta su densidad durante las primeras semanas
de vida (Anholt y col., 1985; Braestrup y col., 1977).
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Figura 4: Estructuras quimicas de benzodiacepinas que actian a
nivel de receptores benzodiacepfnicos centrales o periféricos.
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2.2.- Localizaciéon del receptor benzodiacepinico
periférico.

2.2.1.-Distribucién tisular.
2.2.1.1.-Localizacién y regulacién en tejidos periféricos.

En estudios iniciales realizados con [FH]-diazepam, como control
respecto a los lugares de unién a nivel del sistema nervioso central, se
encontr6 una gran densidad de lugares de unién en muchos tejidos
periféricos con una afinidad nanomolar, al igual que en sistema nervioso
central.

Anilisis bioquimicos en diferentes tejidos de rata, han revelado
que la mayor densidad de estos receptores se concentran a nivel de la
gldndula adrenal, asi como también se han descubierto niveles altos en
otros tejidos glandulares como testiculos, ovarios y gldndulas salivares; sin
embargo en otros tejidos glandulares, como pdncreas y pituitaria, presentan
una densidad mucho méds baja de receptores a las benzodiacepinas. Por
otro lado tejidos no glandulares como epitelio nasal, rifiones, pulmones,
bazo, presentan una densidad considerable de este tipo de receptores, a
diferencia del encéfalo.

Sin embargo, como ya se ha mencionado anteriormente, esta
elevada densidad de receptores en algunos tejidos no se traduce en
funciones fisiolégicas bien definidas.

Estudios autorradiogrédficos de estos receptores en varios 6rganos,
han mostrado que la médula adrenal es pobre en receptores, pero en la
corteza se localizan un nimero importante de éstos en todas sus capas,
con una alta densidad en la zona glomerular exterior, donde se realiza la
mayor produccién de aldosterona (DeSouza y col., 1985).
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A nivel de los testiculos se ha localizado una mayor concentracién
de receptores benzodiacepinicos periféricos dentro del tejido intersticial,
donde las células de Leydig producen testosterona.

Estudios autorradiogréficos utilizando [FH] PK 11195 han
demostrado la existencia de receptores benzodiacepinicos periféricos en la
membrana tecal y tejidos esteroidogénicos, asf como en epitelio y gldndulas
del ttero, pero con una baja proporcién en tejido muscular de estas
estructuras (Verma y col., 1987). Analizando lo anteriormente descrito se
puede deducir una relacién entre los receptores benzodiacepinicos
periféricos con funciones de tipo endocrino.

En el rifién también se han localizado receptores periféricos a las
benzodiacepinas mediante técnicas autorradiogrdficas, sugiriéndose un
papel regulador sobre la homeostasis electrolitica de los receptores
periféricos (Verma y col.,1989).

2.2.1.2.-Localizacién y regulacion en el sistema
nervioso central.

Aunque la denominacién de receptor benzodiacepinico periférico,
vino dada por la ausencia relativa de estos lugares de unién a nivel
central, cuando se dispuso de ligandos de alta afinidad hacia estos lugares,
como [°’H] Ro 5-4864 y [°H] PK 11195, se pudo demostrar la existencia de
estos receptores también a nivel central, con una distribucién diferente a
los receptores benzodiacepinicos centrales tipicos (Marangos y col., 1982;
Benavides y col., 1983).

Se han llevado a cabo estudios en cerebro de rata (Benavides y
col., 1983), gato (Anholt y col., 1984), cobaya (Weismann y col., 1984) y en
cerebro humano (Shoemaker y col., 1981; Marangos y col., 1982) que han
demostrado la existencia, tanto de diferencias farmacolégicas como
bioquimicas del receptor periférico con respecto al central.
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Aunque, como se ha indicado, el cerebro de rata y también el de
ratén, muestran un bajo porcentaje de receptores periféricos a las
benzodiacepinas, se produce un aumento del 400% o mds después de la
inyeccién intraestriatal (Benavides y col., 1987) o sistémica de endotoxinas
neuronales (Kish y col., 1983) o induccién de isquemia cerebral.

También el tratamiento crénico con etanol produce un aumento
del 40%-90% de los receptores periféricos, en el cerebro de ratén, pero no
un aumento de los centrales. Este rdpido aumento de receptores periféricos
al producirse dafio en el sistema nervioso central, puede reflejar una
respuesta metabélica del tejido cerebral, semejante a la induccién de
enzimas detoxificantes por el higado. Asimismo, se ha demostrado una
elevada densidad de receptores benzodiacepinicos periféricos en tumores
cerebrales de la glia. Este aumento se traduce en un proceso de
destruccién neuronal y gliosis (Shoemaker y col., 1982).

2.2.2.-Distribucién subcelular.

Estudios en fracciones subcelulares de cerebro de rata indican una
asociacién entre el lugar de unién para el Ro 5-4864 con la mitocondria y
el nicleo (Marangos y col., 1982; Shoemaker y col.,, 1983). Asimismo,
estudios de distribucién subcelular del receptor benzodiacepinico periférico
realizados por Hirsch (1984) en tejido adiposo, localizan a éste en la
fraccién mitocondrial. Por otra parte estudios autoradiogrédficos en fetos de
rata apoyan la relacién antes mencionada de estos receptores con la
fraccién mitocondrial (Anholt y col., 1985). Se han asociado niveles altos
de receptores periféricos con tejidos que obtienen energia principalmente
de la fosforilacién oxidativa, mientras que aquellos tejidos que utilizan
como principal fuente de energia la glucogenolisis presentan un nivel
mucho m4s bajo de estos receptores.

Se han realizado estudios de fraccionamiento de forma exahustiva
en gldndula adrenal, por ser este el tejido con mayor densidad de
receptores periféricos. Se ensayé la unién del PK 11195 en fracciones
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solubles, nucleares, mitocondriales y microsomales, junto con enzimas
marcadores para varios

compartimentos. La recuperacién y enriquecimiento de receptores
periféricos en estas fracciones estd estrechamente relacionada con la
actividad citocromo-oxidasa, indicando, una vez m4s, que estdn localizados
en la mitocondria (Anholt y col., 1986).

La separacién de las dos membranas mitocondriales, interna y
externa, mediante digitonina en gldndula adrenal, han demostrado que el
lugar de unién para el PK 11195 se libera conjuntamente con la
monoaminooxidasa, enzima marcador de la membrana externa, pero no con
" la citocromooxidasa, la cual se localiza a nivel de la membrana interna.
Esta correlacién aparece en una amplia variedad de tejidos, ademds de
gldndula adrenal, como rifién e higado (Verma y col., 1989) lo cual indica
que los receptores benzodiacepinicos periféricos estdn asociados con la
membrana mitocondrial externa.

2.3.- Caracteristicas moleculares.

La caracterizacién de los receptores periféricos puede ayudar a
clarificar su funcién. En experiencias previas, se observé que después de
la solubilizacién de los receptores. éstos tendian a perder su habilidad de
unir irreversiblemente sus ligandos especificos (Anholt y col., 1986). Por
ello, en un principio,se utilizaron ligandos que se unian covalentemente al
receptor, como el flunitrazepam. La mayor desventaja de utilizar este
ligando es que éste se unfia con una alta afinidad a los receptores
centrales, pero ésta disminuia un 50% cuando se trataba de los periféricos.
Triffiletti y col.,(1986) marcaron los receptores periféricos con [*H]-
flunitrazepam, y el andlisis posterior, con electroforesis en SDS, del
complejo farmaco-receptor marcado procedente de membrana mitocondrial,
revel6 la existencia de dos bandas de 35 y 30 kD, que coincidian con
valores obtenidos por irradiacién de estos mismos receptores por Paul y
co0l.(1981). M4ds tarde Doble (1987) y Skowronsky (1988), utilizaron PK
14105, derivado nitrofenilico del PK 11195 y obtuvieron como resultado la
existencia de una sola protefna de peso molecular 15-18 kD.
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Las diferentes propiedades de unién de las benzodiacepinas y de
las isoquinoleinas al receptor sugieren que éstas interaccionan con lugares,
0 quizds, subpoblaciones diferentes del receptor. Asi, la afinidad de las
isoquinoleincarboxamidas es la misma en diferentes tejidos y especies,
mientras que para las benzodiacepinas son realmente diferentes (Anholt
y col.,, 1986). De esta 'forma, se podrian explicar los diferentes pesos
moleculares de las proteinas marcadas con flunitrazepam y con PK 14105,
que se asumirfan a varias subunidades o diferentes receptores.

La membrana mitocondrial externa contiene relativamente pocas
proteinas, una de éstas, el canal aniénico voltaje dependiente (VDCA)
podria ser la que reconoce el [*H] flunitrazepam. El VDCA, también
denominado porina, es utilizado por la célula para transportar metabolitos
entre la mitocondria y el citoplasma, y puede ser marcado seletivamente
con [“C] DCCD(N,N’-diciclo hexilcarboxidiimida). Se ha determinado
mediante estudios de binding con flunitrazepam y DCCD, que tanto el
receptor benzodiacepinico periférico como el VDAC muestran un
comportamiento similar frente a geles de fosfato de calcio y muestran un
peso molecular idéntico cuando se analiza éste con geles de
dodecilsulfatosédico (SDS-PAGE)) (Snyder y col., 1987; Triffiletti y col.,
1986).

Hay pocas proteinas de la membrana mitocondrial que presenten
un peso molecular de 15 kD, correspondiente a la proteina que se aisla
utilizando PK 14105 marcado. Una de éstas es un isoenzima de la
fosfolipasa A,, el cual presenta una actividad predominante sobre la
fosfatidiletanolamina (Lenting y col., 1987). Se ha determinado que este
fosfolipido es un potente inhibidor de la unién al receptor periférico en
rifién de rata (Beaumont y col., 1988).

La posible relacién entre la fosfolipasa A, y el receptor
benzodiacepinico periférico est4 apoyada por el hecho de que la fosfolipasa
A, estd situada en la membrana externa de la mitocondria (DeWinter y
col., 1982; Benavides y col., 1984). Este compuesto induce un descenso en
la unién del [°H] PK 11195 de forma répida, irreversible, pero tinicamente
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parcial (60%), que refleja una pérdida de lugares de unién, pero no de
afinidad de los agonistas o de los antagonistas. En ambos estudios se ha
determinado que la unién del Ro 5-4864 al receptor periférico no es
alterada por el dietilpirocarbonato, por tanto, parece ser que el Ro 5-4864
no se une al receptor a través del resto histidina de dicho receptor (Doble
y col.,1987).

Se ha observado que a pH 5, el derivado isocianato del Ro 5-4864,
reacciona en menor grado con el receptor. Ello hace pensar que existe un
grupo nucleéfilo en el receptor que forma un enlace covalente con el grupo
isocianato de los ligandos irreversibles. Este grupo nucleéfilo corresponderia
a un grupo amino, que pertenece probablemente a un resto histidina
(Newman y col.,1987). Este resto histidina puede protonarse a pH 5, en un
grado tal que disminuiria su capacidad nucleéfila y , consecuentemente,
su capacidad para formar enlaces covalentes con la funcién isocianato de
los ligandos irreversibles.

Asimismo, se ha establecido que el dcido araquidénico, uno de los
productos de la fosfolipasa A,, es un modulador del receptor periférico a
nivel de la mitocondria de rifién en rata. Se ha observado que dicho 4cido
disminuye significativamente la afinidad del Ro 5-4864 y del diazepam por
los receptores periféricos mientras que no afecta a la potencia de
desplazamiento del PK 11195 sobre el [PH] PK 11195. Ello apoya la
hipétesis anteriormente citada del comportamiento antagonista y agonista
del PK 11195 y Ro 5-4864 respectivamente, al unirse a distintas conforma-
ciones del receptor, como proponfan Le Fur y col.(1983c), Mestre y
col.(1984b) y Doble y col.(1985).

Otra proteina de 15 kD localizada en la membrana externa de la
mitocondria es la glutation-S-transferasa, que al igual que el receptor
benzodiacepinico periférico tiene una afinidad nanomolar por las
protoforfirina IX (Ohlendieck y col., 1986; Kraume y col., 1988).

Se han realizado estudios sobre la relacién entre la membrana
externa e interna de la mitocondria, y éstos han sugerido que existe un
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punto de fusién entre las dos membranas donde se localizarian el VDAC
y la glutation-S-transferasa (Ohlendieck y col., 1986; Krause y col., 1988).

La capacidad de la fosfolipasa A, de agregar moléculas de VDAC
(Mannella y col., 1984) es una caracteristica que apoya lo anteriormente
citado, y hace posible pensar que estas moléculas se encuentran asociadas
a un complejo molecular en la membrana mitocondrial externa. Tanto la
membrana mitocondrial externa como la interna colaboran en el transporte
de sustancias entre la mitocondria y el citoplasma celular (Schwaiger y
c0l.,1987). Gracias a la unién entre el VDAC de la membrana externa y
el transportador de nucleétidos de adenosina, de la interna, se puede
producir el intercambio ADP/ATP entre la mitocondria y el citoplasma
celular, mediado por la unién de una kinasa y el carrier de adenosina
(Fiek y col.,, 1982). Esta asociaci6én consigue facilitar la respiracién
mitocondrial a través de este suministro.

Este mecanismo de control puede ser importante en el
metabolismo de tumores. Se ha observado que la activacién de receptores
periféricos a las benzodiacepinas por ligandos especificos se refleja en una
disminucién de la respiracién mitocondrial probablemente debida un
bloqueo del paso de ADP por este carrier (Hirsch y col., 1988; Nelson y
col., 1986).

2.4.-Ligandos endégenos potenciales para los
receptores periféricos.

La adjudicacién de una posible funcién fisiolégica para el receptor
periférico estaria mucho m4s clara si se conociera la identidad del ligando
endégeno para este lugar de unién a las benzodiacepinas.

Se ha aislado un proteina de 10-15 kD, denominada inhibidora de
la accién del diazepam o endozepina (DBI), con afinidad micromolar tanto
por los receptores centrales como por los periféricos (Guidotti y col., 1983),
y cuyo cDNA ha sido clonado (Gray y col., 1986; Shoyab y col., 1986); esta
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DBI es capaz de provocar cambios de comportamiento al ser inyectada en
cerebro.

Otra protefna de 16 kD, identificada como la fosfolipasa A,, es
capaz de inhibir la unién del Ro 5-4864 al receptor periférico, en un rango
de dosis micromolar (Mantione y col., 1988). Este isoenzima es capaz de
interactuar directamente con un componente del receptor benzodiacepinico
o de generar 4cidos grasos libres que compiten por la unién a éste. De
hecho, ciertos fosfolipidos y dcidos grasos insaturados inhiben la unién del
Ro 5-4864 al receptor benzodiacepinico periférico a concentraciones
micromolares (Beaumont y col., 1988). Por otra parte se intenté identificar
el ligando end6geno en sangre, y se observé que lisados eritrocitarios
inhibfan la unién de ligandos especificos del receptor periférico, como [°H]
Ro 5-4864 y [*H] PK 11195, en mitocondria renal de rata (Verma y col.,
1987). Posteriores andlisis indicaron que la sustancia activa contenida en
los lisados eritrocitarios coincidia con las caracteristicas del grupo hemo
(Verma y col., 1987). Se demostré que las porfirinas inhibian la unién de
las benzodiacepinas a los receptores periféricos. La porfirina responsable
de esta accién inhibidora varia segin sea el tejido de que se trate,
destacando la porfirina IX, en la mayoria de los tejidos estudiados.

Las porfirinas son mds potentes en su accién inhibidora que los
anteriores posibles ligandos end6genos citados. Por ejemplo la
protoporfirina IX presenta una Ki para el receptor benzodiacepinico
periférico de, aproximadamente, 15 nM, unas mil veces superior que para
la DBI o endozepina. La mesoporfirina IX, deuteroporfirina IX y el grupo
hemo son algo menos potentes, como se muestra en la siguiente Tabla
(pag. 30).

La identificacién de la porfirinas como ligandos endégenos y la
asociacién del receptor benzodiacepinico periférico con la membrana
mitocondrial sugieren una posible relacién fisiolégica entre ambos. En
primer lugar tanto la fase inicial como final de la biosintesis de las
porfirinas se realiza en el interior de la mitocondria y por tanto los
precursores porfirfnicos de las protoporfirinas IX y grupo hemo deben
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cruzar la membrana mitocondrial, probablemente a través de una porina,
que se identifica como un canal ani6énico voltaje dependiente; este canal es
relativamente poco selectivo y admite el paso de moléculas menores de
1000 daltons (DePinto y col., 1985).

Compuesto K. (nM)
Protoporfirina IX 145 + 10.7
Mesoporfirina IX 23.1 + 8.2
Deuteroporfirina IX 313 = 2
Hemo : 40.6 = 13.7
Hematoporfirina IX 500 = 151
Coproporfirina III 1511 * 636
Biliverdina 4111 + 1343

De Snyder y col., 1987.

También productos precursores de las porfirina, como la
uroporfirina y la coproporfirina, asf como productos de degradacién de las
porfirinas, como la bilirrubina o biliverdina presentan una menor actividad
(Snyder y col., 1987).

Por otro lado, los citocromos ¢ presentan en su estructura un
grupo porfirinico y estdn localizados en la membrana mitocondrial externa
e interna; otras proteinas citoplasméticas, como hemoglobina, mioglobina,
catalasa, triptéfano pirrolasa, peroxidasa y otros enzimas relacionados con
la esteroidogénesis, también presentan en su configuracién grupos hemo,
lo que indica que debe haber un transportador de este grupo a través de
la membrana mitocondrial. Estos hechos establecen la base para explicar
la elevada densidad de receptores benzodiacepinicos periféricos en corteza
adrenal, testiculos, ovarios, donde los citocromos y enzimas especificos
estdn estrechamente involucrados en la biosintesis de esteroides adrenales
y gonadales, respectivamente.
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2.5.- Relevancia fisiolégica de los lugares de unién
periféricos.

La investigacién del papel fisiolégico que tiene el receptor
benzodiacepinico periférico, ha sido un trabajo de dificil interpretacién,
debido a la gran variedad de efectos que es capaz de producir y las
diferentes concentraciones a las que aparecen éstos. Ya se han indicado las
diferentes acciones sobre el sistema endocrino de estos firmacos, que se
correlacionan con su elevada densidad de receptores en estos tejidos.

Los diversos efectos fisiolégicos observados han sido ensayados
sobre una gran variedad de sistemas biol6gicos. Algunos de ellos requieren
una relativamente alta concentracién "in vitro" o altas dosis "in vivo", y
esto ha sugerido que en estos casos podemos hablar méds de "aceptor" que
de receptor (File y col., 1983).

Esta clasificacién se basa en el hecho de que el Ro 5-4864 es una
benzodiacepina con poca afinidad por los receptores benzodiacepinicos
centrales. La especificidad de dichos receptores se confirma por la relacién
estructura-actividad de las benzodiacepinas y hay claras diferencias entre
los mecanismos de accién de las mismas y otros agentes tranquilizantes
tales como, por ejemplo, el meprobamato y los barbituratos.

Por el contrario, los lugares de unién benzodiacepinicos, tanto a
nivel central como periférico, sensibles al Ro 5-4864, pero insensibles al Ro
15-1788 (Hunkeler y col.,1981), no juegan un papel como mediadores de los
efectos farmacodindmicos de las benzodiacepinas.

En 1984 Mestre y col., demostraron que en el miisculo papilar del
cobaya, los lugares de unién a las benzodiacepinas periféricas son
verdaderos receptores farmacolégicos. El Ro 5-4864, ligando especifico de
estos lugares, produce un incremento dosis-dependiente en la velocidad de
repolarizacién del potencial de accién (duracién), y una disminucién de la
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contractibilidad de este tejido "in vitro". El diazepam produce un efecto
similar pero a dosis elevadas, mientras que clonazepam es inactivo de
acuerdo a sus respectvas actvidades en estos sitios de unién. Estos efectos
no se modifican por la accién del GABA, ni del Ro 15-1788. Por el contra-
rio, dichos efectos pueden ser revertidos por el antagonista periférico PK
11195, cuya unién se ha definido como especifica, saturable, de alta
~afinidad y GABA-independiente (Le Fur y col.,1983c).

Anholt en 1986, cita una serie de trabajos en cultivos celulares
que sugieren una funcién fisiol6gica para los lugares de unién periféricos
en el crecimiento y diferenciacién celular. Aumentan la melanogénesis
celular (Matthew y col.,1981), inhiben la proliferacién de células del timo
en ratén (Wang y col.,,1984), estimulan la metilacién en C-6 de los
fosfolipidos en astrocitos (Strittmatter y col.,1979), y modulan la inhibicién
inducida por GABA y apomorfina sobre la cesién de prolactina en células
de la pituitaria de rata (Grandison 1981). Asimismo, intervienen en la
induccién de la sintesis de hemoglobina en células eritroleucemicas (Wang
y col.,1984), facilitan la quimiotaxis en monocitos (Ruff y col.,1985; Regan
y col.,1981).

Hay que sefialar que estos efectos de las benzodiacepinas a nivel
periférico sobre el crecimiento y la diferenciacién celular tan sélo se
observan a concentraciones micromolares, mientras que la unién a los
lugares periféricos de estas mismas células presenta una afinidad
nanomolar. Debe destacarse el hecho de que estos estudios de unién se
han realizado a 0°C, mientras que la medida de los efectos farmacol6gicos
mencionados se realiza a 35-37°C. Sin embargo, segiin R. Anholt (1986),
estos efectos no pueden considerarse como efectos téxicos inespecificos, sino
verdaderos efectos farmacolégicos, ya que el orden de potencia con el que
estos fodrmacos se unen al lugar de unién periférico es paralelo al orden
de potencia de sus efectos, lo cual sugiere que las respuestas son mediadas
por un receptor farmacolégico. Alin no estd claro en qué grado tienen
acceso estos compuestos a su sitio de accién intracelular, seguramente a
nivel de la membrana externa mitocondrial, ni cuil es el porcentaje de
ocupacién de dichos sitios para dar lugar a la respuesta.
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También se observan efectos sobre el sistema nervioso central,
como por ejemplo las convulsiones que produce las administracién de altas
dosis Ro 5-4864 en rata. Por otra parte el PK 11195 es capaz de bloquear
el efecto proconvulsivante del Ro 5-4864 ( Mestre y col., 1984).

Los efectos proconvulsivantes de insecticidas del tipo piretroide
(deltametrin y permetrin) son bloqueados por PK 11195, aunque no afecta
a las convulsiones por pentilentetrazol (Devaud y col.,, 1986). Estos
piretroides se unen al receptor benzodiacepinico periférico a concentraciones
nanomolares (Devaud y col., 1987). Por tanto , estos insecticidas podrian
actuar por medio de estos receptores a nivel del receptor benzodiacepinico
periférico.

El dcido araquidénico produce la formacién de aniones superéxido
en una linea celular con propiedades similares a los macréfagos, porque
estimula el metabolismo oxidativo. Concentraciones nanomolares de Ro 5-
4864 potencian este efecto y esta potenciacién es bloqueada por el PK
11195 (Zavala y col., 1987). Sin embargo, el metabolismo oxidativo en estas
células no se altera en presencia tinica de benzodiacepinas periféricas. El
aumento de metabolismo oxidativo de los macréfagos por el 4cido
araquidénico, parece estar mediado por productos de la lipooxigenasa. De
acuerdo con esto, las benzodiacepinas podrian actuar donde se generan los
metabolitos del dcido araquidénico o donde tiene sus efectos. Uno de estos
puntos de accién podria ser la glutation-S-transferasa, como ya se ha
mencionado. La considerable potencia y selectividad de la benzodiacepinas
periféricas en la oxidacién de los macréfagos, se amplia también a
linfocitos (Ruff y col., 1985) y monocitos (Laird y col.,1987). En estos
ejemplos parece vislumbrase, mds que un efecto directo de las
benzodiacepinas, un efecto modulador por parte de éstas de otros agentes.
Este fen6meno modulador puede ser andlogo a lo que ocurre con el
receptor central en el cual las benzodiacepinas actiian de moduladores de
la accién del GABA. A pesar de los efectos dispares de las benzodiacepinas
periféricas, la interaccién con su receptor podria implicar un mecanismo
de accién comin, que se podrfa relacionar con las porfirinas, los
metabolitos del 4cido araquidénico o la movilizacién de calcio.
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3.-NEUROTRANSMISION CATECOLAMINERGICA.

La noradrenalina se libera de las neuronas postganglionares
conjuntamente con otros neurotrasmisores, como el ATP, desde los
almacenes intracelulares (vesiculas). Esta exocitosis es debida a la accién
del calcio, que activa diferentes protefnas intracelulares que facilitan la
emigracién de las vesiculas, su fusién con la membrana y el vaciamiento
de su contenido. El proceso de liberacién de la terminacién simpética estd
regulado por varios mecanismos, uno de los cuales es la propia
noradrenalina liberada que actia sobre los receptores o, presindpticos y,
como consecuencia, inhibe la liberacién de noradrenalina, mecanismo
denominado de retroalimentacién negativa. Existen también procesos
metabélicos de degradacién de la noradrenalina, mediante las
monoaminooxidasa y la catecol-O-metiltransferasa, y fenémenos de
recaptacién neuronal y extraneuronal del neurotransmisor.

Los mecanismos moleculares en respuesta a la activacién de los
receptores adrenérgicos, depende del tipo de receptor activado. En el caso
de los o, la respuesta molecular se caracteriza principalmente por el
aumento y la movilizacién de calcio intracelular; esta variacién en la
concentracién intracelular de calcio se debe principalmente a la liberacién
de calcio asociado a estructuras membranosas intracelulares o al aumento
de la entrada de calcio a través de los canales de calcio, probablemente
receptor-dependientes. |

El mecanismo por el cual se asocia la activacién del receptor o
con la movilizacién intracelular de calcio, parece ser debida a la relacién
de esta activacién con la produccién y recambio de los fosfatidilinositoles
de la membrana celular. En cuanto a los receptores o, su activacién
produce la inhibicién de la adenilatociclasa, mediante la intervencién de
una proteina G (Ver seccién 4), y por tanto reduccién del AMPec. La
activacién de los receptores 8 sigue el mismo mecanismo que los o, pero
de signo contrario.
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3.1.-Inositolfosfatos como segundos mensajeros.

La estimulacién inducida por ciertos neurotransmisores, entre ellos
la noradrenalina, hormonas y otros mediadores endégenos, provoca la
activacién de varios sistemas enzimdticos que generan segundos
mensajeros. Los receptores actiian a modo de "antenas" moleculares en la
superficie de la célula, detectando la informacién externa (en forma de
hormonas, neurotransmisores, etc.) que se traducen y amplifican mediante
mensajeros secundarios, que controlan numerosos procesos celulares como
metabolismo, secrecién, contraccién, fototransduccién y crecimiento celular.

El mensajero intracelular mds conocido hasta ahora era el AMPec,
descubierto por Sutherland y Rall en 1958. Hasta ahora no se conocia la
existencia de otros mensajeros secundarios. La hipétesis de que ciertos
fosfolipidos de membrana eran precursores de mensajeros secundarios
surgi6 en 1953, cuando Hokin y Hokin descubrieron que la acetilcolina
estimulaba la incorporacién de fésforo radiactivo a los fosfatidilinositoles
de la membrana celular. Esta estimulacién de la sintesis lipidica era un
reflejo de la previa hidrélisis del lipido inducida por el agonista.

Estudios posteriores revelaron que numerosas sefiales externas
(neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento) eran mediadas por
este tipo de transmisién, a través de la hidrélisis de fosfolipidos, pero ain
no se conocia su importancia dentro de la estimulacién celular (Durell y
col., 1969). Michell, en 1975, propuso que la hidrélisis de fosfatidilinositoles
dependiente de un agonista podia estar relacionada con la movilizacién del
calcio. La movilizacién interna de calcio es una de las respuestas de la
célula ante el estimulo de un agonista. El problema que se presentaba era
descubrir c6mo la informacién era transmitida desde los receptores
activados en la membrana celular al almacén de calcio intracelular. Este
hecho se resolvié con el descubrimiento de inositol 1,4,5-trifosfato, que
actuaba como un segundo mensajero, capaz de movilizar el calcio
intracelular (Berrigde y col.,1983; 1984).
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Es particularmente interesante el hecho que este compuesto es
una parte de un sistema de sefial celular doble, que engloba también al
diacilglicerol (Nishizuka y col.,, 1984, 1988). Durante la activacién del
receptor, las moléculas de fostatidilinositol se rompen, por accién de la
fosfolipasa C, en sus dos constituyentes: la parte soluble en agua, el
inositoltrifosfato, que difunde por el citosol y libera calcio, mientras que la
parte liposoluble, el diacilglicerol, permanece ligado a la membrana, y
activa un enzima, la proteinkinasa C. Este doble mecanismo de
transmisién de la sefial juega un importante papel en el control de
numerosos procesos celulares (Fig 5).

3.2.-Lipidos precursores de segundos mensajeros.

El fosfatidilinositol es un fosfolipido abundante en la membrana
celular. Se localiza en la membrana interna y se diferencia de otros
fosfolipidos por su capacidad de ser fosforilado. El grupo inositol, es la
cabeza hidréfila, y tiene cinco hidroxilos libres, pudiendo todos ellos
aceptar,teéricamente, un grupo fosfato. En la prdctica, sin embargo, sélo
ciertas posiciones se fosforilan, y esta especiﬁcidad' viene marcada por
kinasas lipidicas, las cuales se estdn caracterizando actualmente. La
secuencia de fosforilacién mejor conocida para los fosfatidilinositoles es la
que lleva a cabo la fosfatidilinositol 4-kinasa, que forma el fosfatidilinositol
4-fosfato, el cual se fosforila a fosfatidilinositol 4,5-difosfato, y a partir de
éste se generan los mensajeros secundarios, inositol 1,4,5-trifosfato y
diacilglicerol. Los agonistas, al unirse a su receptor, provocan un cambio
conformacional en éste, que afecta a la membrana de forma suficiente para
que el fosfatidilinositol 4,5-difosfato sea accesible a la fosfolipasa C (Irvine
y col., 1984). Se ha detectado otra kinasa, la fosfatidilinositol 3-kinasa, que
da lugar al fosfatidilinositol 3-fosfato (Whitmann y col., 1988; Stephens y
col., 1989). Esta kinasa también puede formar el isémero 4-fosfato y 4,5-
difosfato, para producir fosfatidilinositol 3,4-difosfato y fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (Auger y col., 1989). La funcién de esos nuevos lipidos no
estd ain clara, pero podrian estar relacionados con la proliferacién celular
(Coughlin y col., 1989).
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Figura 5: Representacién esquemédtica de la hidrélisis de
fosfatildilinositoles de membrana (PtdIns). Principales vias de accién de
inositolfosfatos (InsP) y diacilglicerol (DG). PKC indica la proteinkinasa C
y ER el reticulo endopldsmico. De Berridge y col., 1989.

3.3.-Metabolismo de los inositolfosfatos.

Una vez el inositol 1,4,5-trifosfato ha sido liberado de la
membrana, aumentan sus niveles en el citosol, y puede actuar como
mensajero secundario movilizando el calcio intracelular. La duracién de
esta accién estd limitada por enzimas, que lo metabolizan por medio de
complicadas reacciones que culminan con la formacién de inositol libre.
Hay dos enzimas capaces de metabolizar el inositol 1,4,5-trifosfato. Puede,
por una parte, ser defosforilado por una 5-fosfatasa para dar inositol 1,4-
difosfato, el cual es de nuevo defosforilado a inositol 4-fosfato y por tltimo
a inositol.
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El otro mecanismo de inactivacién posible viene dado por la accién
de una kinasa que fosforila el inositol 1,4,5-trifosfato a inositol 1,3,4,5-
tetrafosfato (Irvine y col.,, 1986). Este enzima, la inositol 1,4,5-
trifosfatokinasa, es una proteina reguladora de gran importancia porque
es sensible al calcio, de forma que este i6n es capaz de controlar una de
las vias de metabolismo de los inositoltrifosfato (Fig. 6). Hay diversas
evidencias que sostienen que el inositol 1,3,4,5-tetrafosfato, resultante de
la interaccién del inositoltrifosfato y la kinasa, es también capaz de
movilizar calcio de sus almacenes intracelulares, actuando también como
mensajero secundario (Irvine y col., 1988; 1989), aunque su mecanismo de
accién es ain poco conocido, debido a la semivida extremadamente corta
de este metabolito. Este posible mensajero secundario es secuencialmente
desfosforilado a inositol libre, de forma que se van generando
sucesivamente los diferentes inositolfosfatos.

Las funciones como mensajero secundario del inositol 1,4,5-
trifosfato pueden ampliarse, ya que parece ser que también juega un papel
importante en la regulacién de la entrada de calcio del medio extracelular
a través de canales i6nicos, tal como propuso Putney en 1986.

Debido a la complejidad del metabolismo del inositol 1,4,5-trifosfato
el mecanismo completo permanece ain oscuro. Sin embargo, es un hecho
comprobado que el inositol que se libera del proceso metabélico es

reutilizado por la célula e incorporado de nuevo a la membrana como
fosfatidilinositol (Fig. 6).

En sintesis pues, el inositol est4 unido a un lipido de membrana,
que después de ser fosforilado a fosfatidilinositol 4,5-difosfato es el
precursor utilizado por una amplia gama de receptores para generar
diacilglicerol e inositol 1,4,5-trifosfato. Finalmente éste sufre un complicado
proceso de metabolismo que regenera el inositol libre necesario para
completar el ciclo, resintetizdndose el fosfatidilinositol de membrana.
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3.4.-Acciones de los segundos mensajeros derivados
de los fosfatidilinositoles.

3.4.1.- Inositol 1,4,5-trifosfato y liberaciéon de calcio.

Diversos autores han postulado que este metabolito seria capaz
de liberar calcio de sus depésitos intracelulares (Michell y col., 1975;
Berrigde y col., 1983). La primera evidencia que confirmaba esta hipétesis
fue obtenida utilizando células pancredticas permeabilizadas (Streb y col.,
1983). En ellas se producia liberacién de calcio del reticulo endopldsmico
al adicionar al medio inositol 1,4,5-trifosfato. Esta liberacién de calcio se
producia en una cantidad y con una secuencia temporal semejante a la
obtenida con la activacién del receptor. Asi en células hepéticas
permeabilizadas, cuando se aplica inositol 1,4,5-trifosfato purificado, se
produce liberacién de calcio radiactivo, y ésta es similar a la cantidad y
proporcién de “*Ca* liberado al aplicar adrenalina a hepatocitos no permea-
bilizados (Burgess y col., 1984). Se han utilizado otros inositolfosfato
fosforilados en posicién 4 y 5, y se ha visto que también son capaces de
liberar calcio (Burgess y col., 1984; Irvine y col., 1984).

Actualmente, la investigacién se centra en caracterizar tanto el
lugar como en el mecanismo de accién del inositoltrifosfato. Las células
contienen una gran variedad de orgdnulos capaces de secuestrar calcio
(reticulo endopldsmico, mitocondria, calciosomas, y vesiculas de secrecién),
pero el candidato m4s probable como lugar de accién del inositoltrifosfato
es el reticulo endospldsmico.

En cuanto al mecanismo de accién, se acepta el hecho de que el
inositol 1,4,5-trifosfato se une a un receptor, el cual abre un canal de
calcio que permite la salida de calcio al citosol (Fig. 5). Vesiculas
membranales, aisladas del reticulo endopldsmico de misculo liso han sido
incorporadas a bicapas lipidicas, donde han mostrado flujos de calcio
sensibles a inositoltrifosfato, con conductancias de 10 pS (Elhrich y col.,
1988). Los antagonistas cldsicos del calcio, como el nitrendipino y
verapamilo, no son capaces de antagonizar este flujo de calcio (Seiler y
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col., 1987; Shah y col., 1988), inducido por inositolfosfatos. Esta corriente
de calcio también es insensible a omega-conotoxina, rojo de rutenio,
ryanodina, clorpromazina y trifluoroperazina, pero es sensible a la accién
de cinarizina y flunarizina (Seiler y col., 1987).

Se han descrito lugares de alta afinidad para el inositol
1,4,5-trifosfato en diferentes tejidos. El receptor reconoce con mayor
afinidad el isémero D que el L (Strupish y col., 1988; Taylor y col.,1988).
Se ha aislado este receptor utilizando heparina, sustancia que presenta
una alta afinidad por este receptor. De este modo se ha obtenido una
protefna de 260 kD (Supattapone y col.,, 1988), que si se purifica y se
reconstituye en una bicapa lipidica puede actuar como un canal de calcio
(Berrigde, 1989), lo cual indica que esta protefna es responsable a la vez
de la unién del inositolfosfato y de la salida de calcio al citosol. Estudios
inmunocitoqufmicos, utilizando anticuerpos especificos, han mostrado que
el receptor al inositol 1,4,5-trifosfato se localiza en el reticulo endopldsmico
y también en la membrana nuclear (Ross y col., 1989).

3.4.2.-Diacilglicerol y proteinkinasa C.

El 1,2-diacilglicerol es el otro producto de la hidrélisis de los
fosfatidilinositoles por la fosfolipasa C. Este glicerol inicia la activacién de
una kinasa especifica, la proteinkinasa C, reduciendo su requerimiento de
calcio (Nishizuka, 1984). La activacién de esta proteina se traduce en una
gran variedad de sefiales intracelulares, entre las que destaca la regulacién
de numerosos procesos calcio-dependientes.

La proteinkinasa C se aisla principalmente de la fraccién soluble
de diferentes tejidos, como el cerebro (Kikkaba y col., 1982), en su forma
inactiva; es decir en condiciones basales se encuentra en el citosol inactiva
y cuando se incorpora a la membrana se activa (Kraft y col.,, 1983).
Estudios recientes muestran que la distribucién de esta proteina es
variable segin el tipo de célula, pero parece estar siempre ausente de la
membrana nuclear.
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La proteinkinasa, para estar en forma activa requiere la presencia
de calcio y unirse a fosfolipidos, en especial fosfatidilserina (Nishizuka y
col., 1983); la estimulacién celular induce la interaccién de la kinasa con
la fosfatidilserina de la membrana, situacién fisica en la que el enzima
es activo. El diacilglicerol que se libera en un determinado tipo de
estimulacién celular, por ejemplo a través de receptores o, aumenta de
forma drédstica la afinidad de este enzima por el calcio y provoca la
activacién del enzima sin que se aumente la concentracién neta de calcio
(Kaibuchi y col.,, 1981) por lo que su activacién es independiente de la
accién del inositoltrifosfato. El enzima es un polipéptido donde podemos
diferenciar dos dominios diferentes, uno hidréfobo unido a membranas, y
otro hidréfilo con el centro catalitico (Kishimoto y col., 1983). La funcién
de este enzima es fosforilar residuos de serina y treonina de proteinas
endégenas aunque la naturaleza de sus sustratos fisiol6gicos es ain
bastante desconocida. Entre otras la proteinkinasa C es capaz de fosforilar
la cadena de la miosina (Ikebe y col., 1985) y el adrenoreceptor o, (Sibley
y col.,1984).

Como en el caso del inositoltrifosfato, la accién del 1,2-diacilglicerol
estd limitada por la rapidez con que se metaboliza. El proceso de
metabolizacién del diacilglicerol se realiza mediante la intervencién de una
lipasa que lo transforma en 2-monoacilglicerol y posteriormente a glicerol
y araquidénico o bien es fosforilado por una diacilglicerolkinasa a 4cido
fosfatidico, el cual es reutilizado por la célula en la sintesis de
fosfoinositoles.

3.5.-Activacion de la fosfolipasa C por una proteina G.

El mecanismo por el cual la unién de un agonista a su receptor
provoca la activacién de la fosfolipasa C, no estd ain bien descrito; pero,
al igual que en el caso de la activacién de la adenilatociclasa, parece m4s
que probable que exista una protefna G reguladora de esta activacién
(Minnemann y col., 1988) (Fig. 6).
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En el caso de los receptores alfa, la primera evidencia de esta
relacién, surgi6 a raiz del estudio de las constantes de afinidad en estudios
con radioligandos especificos. Est4 bien establecido que la afinidad de los
agonistas por receptores ligados a adenilatociclasas, que se hallan
reguladas por protefnas G, se ve afectada por el GTP y sus andlogos
(Limbird y col.,, 1981). Esto es debido a la formacién de un complejo
ternario estable (agonista/receptor/ proteina G) que es desestabilizado por
GTP, lo cual se traduce en una disminucién de la afinidad del agonista por
su receptor. Partiendo de estas premisas, Goodhart y col. (1982) y Snavely
y Insel (1982) descubrieron que los nucleétidos de guanina también
modulaban la unién de los agonistas alfa a sus receptores. Esta
observacién ha sido confirmada por otros autores (Boyer y col., 1984;
Colucci y col., 1985; Lynch y col., 1984).

Andlogos estables del GTP producen la hidrélisis del
fosfatidilinositol en células pancredticas permeabilizadas (Merrit y col.,
1986) y en neutréfilos (Bradford y col., 1986), y también en preparaciones
de membranas de neutréfilos (Cockford y col., 1985), higado (Wallace y col.,
1985), cerebro (Gonzalez y col., 1985) y otros tejidos (Litosh y col., 1986).
Todos estos resultados apoyan la teoria de una regulacién de la
fosfolipasa C por proteinas G. Por otra parte, también se observa hidr6lisis
de fosfolipidos como respuesta a la activacién de otros receptores, como los
serotoninérgicos (Limbird y col., 1981), muscarinicos (Hepler y col., 1986),
receptores a la vasopresina y angiotensina (Uhing y col.,1986). Como era
de esperar esta activacién es dependiente de nucleétidos de guanina. La
identidad y propiedades de la protefna(s) G implicadas no estd clara.

La toxina pertussis, que inactiva la G;, bloquea la activacién de la
hidrélisis de fosfatidilinositoles por determinados tipos de receptores
(Nakamura y col., 1985; Pfeilschifter y col., 1986) y bloquea algunos de los
efectos mediados por receptores o, en miocitos cardiacos (Steinberg y col.,
1985).
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Ya que la toxina pertussis, actia ribosilando la protefna G; y, por
tanto, inhibiendo la adenilatociclasa (Gilman y col., 1984), la protefna(s)
G implicadas en la hidrélisis de los fosfatidilinositoles es similar a ésta.
Sin embargo, en muchos sistemas, el pretratamiento con toxina pertussis
no tiene efecto sobre el metabolismo de estos lipidos. La explicaccién més
probable para esta discrepancia, es que existan dos protefnas G implicadas
en la activacién de la fosfolipasa C ligada a receptores diferentes.

El calcio citos6lico libre también afecta a la actividad de la
fosfolipasa C, ya que la activacibn de 1la hidrélisis del
fosfatidilinositoldifosfato es bloqueada si se elimina el calcio del medio,
sugiriendo que la activacién del enzima es dependiente, por lo menos en
cierto grado, de la concentracién de calcio intracelular (Minnemann, 1988).

4-NEUROTRANSMISION COLINERGICA.

Cuando un potencial de accién llega a una terminacién colinérgica
provoca la apertura rdpida y transitoria de los canales de calcio de la
membrana presindptica, favoreciendo de esta forma la penetracién calcio
en el interior de la célula. Al aumentar la concentracién intracelular de
este i6n se desencadena la movilizacién de la acetilcolina, tanto de su
forma libre, como de las vesfculas que la contienen y se produce su
liberacién al espacio sindptico. La acetilcolina liberada interactida con sus
receptores y, posteriormente, es metabolizada por enzimas especificos, las
acetilcolinesterasas.

Los receptores colinérgicos se pueden dividir en nicotinicos y
muscarfnicos, segin su respuesta diferencial a agonistas y antagonistas y
también por los diferentes mecanismos moleculares a los que estdn
asociados. Los receptores nicotinicos estdn asociados directa y
permanentemente a canales de sodio y los muscarinicos est4n asociados a
otros canales iénicos de forma pasajera, en determinados tejidos (corazén),
y también a la inhibicién de la adenilatociclasa, a través de una proteina
inhibidora GTP-dependiente (musculatura lisa, glandular y neuronal).
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4- 1.-Pl'0tetnﬂﬂ Gl

En la dltima década se ha incrementado el conocimiento del papel
de las proteinas G como mediadoras entre la activacién de los receptores
y el efector. La protefna G, una vez activada por el receptor es capaz de
modificar la actividad de uno o varios enzimas tan diversos como la
adenilatociclasa, la fosfolipasa C o la A, o fosfodiesterasa activadas por
GMP,, asf como el funcionamiento de ciertos canales i6nicos.

Hasta hace poco, se conocian tres tipos de proteinas G: G,, G,
responsables del acoplamiento positivo y negativo, respectivamente, de
ciertos receptores con la adenilatociclasa, y la G,, o transducina, que
aseguraba el acoplamiento entre la rodopsina y la fosfodiesterasa
dependiente de GMPc de los bastoncillos y conos, a nivel de la retina
ocular (Neer y col., 1988). Sin embargo, el reciente descubrimiento de otras
proteinas G, como la G,, inhibidora de la corriente de calcio y localizada
en células nerviosas y otras células excitables (Homburger y col., 1987;
Brabet y col,, 1988), G, activadora de la fosfolipasa C, G,, relacionada con
el receptor de la insulina, y el hecho de que existan diferentes subtipos de
éstas (tres para la G, dos para la G,, cuatro para la G,) ha hecho pensar
en el importante papel que deben desarrollar en los mecanismos de
transduccién de sefiales intercelulares y, por tanto, se perfilan como el
mecanismo comin implicado en la regulacién de un gran nimero de
procesos de transduccién, no s6lo entre el exterior y el interior celular, sino
también entre los diferentes compartimientos de la célula (Bourne y col.,
1988).

Asi, por ejemplo, en los tltimos cinco afios, se ha puesto de
manifiesto la implicacién de proteinas G en la regulacién de canales i6nicos
dependientes de neurotransmisores y hormonas (Pfaffinger y col., 1985;
Breitwieser y col., 1985).
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4.1.1.-Estructura de las proteinas G.

Las proteinas G estdn formadas por tres subunidades; la
subunidad a (39-52 kD), la 8 (35 y 36 kDa) y la gamma (5-8 kDa). La
subunidad o constituye el componente especifico de cada protefna G y es
donde se localiza el lugar de unién del GTP. Sélo existen dos tipos de
subunidad B, y en cuanto a la subunidad gamma, sélo la que forma parte
de la protefna G, ha sido purificada y su DNA clonado. Las subunidades
B y gamma se presentan estrechamente asociadas y, probablemente, in
vivo nunca se encuentren disociadas, pero sélo la subunidad gamma es una
proteina de membrana, ya que es la dnica hidréfoba, mientras que, tanto
la subunidad o y 8 son proteinas hidréfilas. A pesar de ello, la subunidad
o puede adherirse a la membrana celular una vez se ha producido la
disociacién del dimero B-gamma, hecho que ocurre cuando se produce la
activacién de la proteina G por el receptor.

4.1.2.-Mecanismo de activacion y accion de las
proteinas G.

El modelo de activacién de las proteinas G se basa, en su mayor
parte, en el conocimiento de la activacién de la proteina G,. Antes de la
activacién de la proteina por el receptor, ésta se encuentra en forma de un
heterotrimero algamma. El lugar de unién de los guanilnucleétidos en la
subunidad o estd ocupado por un GDP. Cuando se produce la activacién
del receptor por un agonista éste provoca un cambio conformacional del
receptor que interactia con la protefna G, actuando de catalizador y
estimulando el intercambio GDP-GTP. La formacién de una molécula de
GTP en la subunidad a conlleva la disociacién del trimero en ésta y el
dimero B-gamma (Fig. 7).

El complejo o-GTP es el que se encarga de activar la
adenilatociclasa, y esta activacién cesa cuando se produce la hidrélisis, por
una GTPasa, de GTP a GDP obteniéndose de nuevo el complejo a-GDP,
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capaz de reasociarse con el dimero B-gamma, para formar, de nuevo, la
proteina G desactivada. La hidrélisis del GTP a GDP y liberacién de
magnesio se efectiia, como hemos dicho por una GTPasa, que sélo puede
actuar cuando el receptor se desacopla de la protefna G. El tiempo medio
de la ocupacién de un receptor por el agonista permite a éste activar
varias protefnas G, asegurando un mecanismo de amplificacién de la sefial.

ATP AMPc

Figura 7: Mecanismo de activacién de la adenilatociclasa (AC) por
una protefna G, asociada a un receptor. De Bockaert, 1989.
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Se han clonado veinticuatro receptores acoplados a protefnas G,
pero es posible contabilizar por lo menos 86 receptores diferentes
(Birnbaumer y col.,, 1990) que estdn acoplados a un amplio nimero de
efectores por proteinas G. Algunos de estos efectores han sido también
identificados y clonados, e incluyen dos de las tres fosfodiesterasas
localizadas en la retina (Ovchinnikov y col., 1986, 1987), adenilato- y
guanilatociclasas (Smigel y col. 1986; Kuprinski y col. 1989), canales de
calcio sensibles a protefnas G (Tanabe y col.,1986; Yatani y col., 1988) y
fosfolipasas reguladas por proteinas G (Selinger y col. 1988; Bloomquist y
col. 1988).

4.1.3.-Proteinas G; su identificacién por toxinas.

La toxinas bacterianas del Vibrio cholerae (TC) y de Bordetella
pertussis (TP) pueden modificar de forma covalente las subunidades o de
las proteinas G. Estas toxinas son enzimas de la familia de las ADP-
ribosiltransferasas, que catalizan la transferencia del ADP-ribosa del NAD*
a la subunidad o de la protefna G.

Utilizando estas dos toxinas podemos diferenciar cuatro grupos de
protefnas G:

1.-Proteinas G sensibles tnicamente a la toxina colera,
incluyéndose aqui las proteinas G,.
2.-Protefnas G sensibles tnicamente a la toxina pertussis,
es el caso de la protefnas G, y G,.
3.-Proteinas G sensibles a ambas, proteina G..
4.-Proteinas G que no son sensibles a ninguna de las dos.

La TC activa la G, , mientras que la TP inhibe la G,, ambas
actian por ADP-ribosilacién de la subunidad «, evitando el acoplamiento
entre las protefnas G y su receptor; la TP y la TC son, pues, unas
herramientas muy itiles para determinar si un receptor est4 acoplado a
una G, o una G,. Por ejemplo, el tratamiento durante varias horas con TP
previene la movilizacién de calcio, inducida por un agonista en neuronas
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de ganglios dorsales (Shangold y col., 1988), células GH; (Rosenthal y col.,
1988), etc.

4.2.-Proteinas G y canales iénicos.

Hasta hace pocos afios no se podia asegurar con certeza la relacién
entre las proteinas G y los canales iénicos, sin embargo en los tltimos
afios se han realizado numerosos avances en el estudio de esta
interrelacién, estableciéndose que hay una interaccién entre las proteinas
G y los diferentes canales i6nicos de los que dispone la membrana celular.
Se ha constatado la presencia de dos tipos de control de estos canales por
parte de las protefnas G: un control indirecto y otro de tipo directo.

4.2.1- Control indirecto de los canales iénicos por las
proteinas G.

Los canales i6nicos has sido clasificados cldsicamente en dos
categorias. Dentro de la primera el canal i6nico y el receptor al
neurotransmisor forman parte de una misma estructura molecular, por lo
que se denominan canales iénicos receptor-dependientes. Aqui podriamos
incluir los receptores nicotinicos de la acetilcolina, los receptores A del
GABA y los receptores a la glicina. La interaccién del neurotransmisor con
su receptor conlleva un cambio estructural de éste que hace que los iones
pueden circular por el canal iénico.

En la segunda categorfa de los canales i6nicos voltaje-dependientes,
el canal estd situado sobre una molécula distinta a la que reconoce el
neurotransmisor. En este caso pueden existir dos tipos de acoplamiento.
Puede ocurrir que el receptor, una vez activado, interactie con una pro-
teina G y que ésta active un enzima que genere un mensajero secundario.
las proteinas G relacionadas con este tipo de mecanismo son las G, (que,
como ya se ha indicado estimulan adenilatociclasa) y G, (las cuales
estimulan la fosfolipasa C) produciéndose, asi como mensajeros secundarios,
bien AMPc o inositoltrifosfato/diacilglicerol. Entre otros mensajeros
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secundarios implicados en el control de los canales i6nicos podemos citar
al GMPc y el dcido araquidénico y sus derivados.

El mecanismo por el cual los segundos mensajeros controlan los
canales i6nicos es m#s controvertido y existen diferentes mecanismos
aceptados. Se postula que el segundo mensajero activa una proteinkinasa
que fosforila directamente el canal i6nico. Este mecanismo es al que se
debe al cambio de actividad de los canales de calcio voltaje-dependientes
a nivel cardiaco por la noradrenalina (Deterre y col., 1982).

Otro de los mecanismos propuestos por el cual un segundo
mensajero puede controlar los canales iénicos fue descubierto recientemente
por Fesenko (1985). Se debe a una interaccién directa del mensajero con
el canal. Fesenko y sus colaboradores pudieron poner de manifiesto el
efecto directo del GMPc en la actividad del canal de sodio en los bastonci-
llos retinianos. Asimismo, los canales iénicos de la mucosa nasal son
activados directamente por AMPc y GMPc (Gold y col.,, 1987). Por otra
parte hay también la evidencia de la regulacién de los canales de calcio
por inositolfosfatos (Ver apartado 3).

4.2.2-Control directo de los canales iénicos por
proteinas G.

Este tipo de control ha sido descubierto recientemente. La proteina
G una vez activada por el receptor, interactiia directamente con el canal
i6nico, bien para cerrarlo o bien para abrirlo. Por ejemplo, 1a unién de la
acetilcolina al receptor muscarinico cardiaco, activa el canal de K*, denomi-
nado canal de rectificacién, que inhibe el marcapasos cardiaco por
hiperpolarizacién. Cuando se mide la actividad de los canales de potasio
de estas células mediante técnicas de "patch-clamp”, se observa que la
aplicacién de acetilcolina, sélo activa los canales de K* préximos al
receptor, y no cualquier canal de K* celular, como seria de esperar si la
activacién fuera mediada por mensajeros secundarios. Ello sugiere, pues,
que este receptor colinérgico es un receptor-canal. La incubacién de las
células cardiacas con la TP inhibe el efecto de la acetilcolina (Pfaffinger y
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col., 1985). Por tanto, una proteina G sensible a esta toxina , estd
implicada en el acoplamiento del receptor muscarinico y el canal de K* del
corazén, sin que sea necesario la produccién de un segundo mensajero.

En resumen, hemos visto que las protefnas G pueden controlar
dos efectores diferentes, un enzima y un canal iénico. Por otra parte, se
ha observado en estudios preliminares que la protefna G, puede incluso
controlar dos tipos de canales. Por un lado inhibe la actividad de los
canales de calcio voltaje dependientes (Harris-Warric y col.,, 1988; Van
Dongen y col., 1988) y por otro activa también los canales de K* de las
neuronas del hipocampo (canales de potasio diferentes de los de las células
cardiacas) (Hescheler y col., 1987).

5.-IMPORTANCIA FISIOLOGICA DEL CALCIO.

El calcio cumple un papel esencial como segundo mensajero y su
paso al interior de la célula a través de la membrana se relaciona con un
gran nimero de funciones celulares, como la respuesta contrdctil, el
metabolismo, y la liberacién de neurotransmisores y hormonas.

La concentracién de calcio intracelular es del orden de 100 nM,
mientras que la extracelular se mantiene dentro del rango micromolar.
Estos niveles de calcio no son estdticos, sino que sufren constantes
oscilaciones durante los distintos procesos celulares. Tras estimular la
célula, la concentracién citos6lica de este i6n puede alcanzar valores de
hasta 10 pM.

Intracelularmente, el i6n calcio actia a través de la activacién de
diversos tipos de enzimas, para lo cual se une previamente a protefnas
fijadoras de Ca*® por las que presenta una gran afinidad. Entre ellas cabe
destacar la calmodulina (presente en miiltiples células), la troponina C (en
muisculo estriado) y el fosfolambano (en reticulo endopldsmico de miocardio)
(Flérez y col., 1987).
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Las variaciones de la concentracién de calcio intracelular pueden
producirse por movilizacién del calcio de sus almacenes intracelulares o por
un incremento de la permeabilidad de la membrana a este ién (Fig. 8).

5.1.-Movilizacién de calcio intracelular.
5.1.1-Almacenes intracelulares de palcio.
a.-Reticulo endopldsmico.

La rédpida liberacién y la subsiguiente reacumulacién de calcio por
el reticulo endopldsmico son las responsables de la contraccién y relajacién
de los miofilamentos. Ambas se producen gracias a dos sistemas de
transporte de calcio:

- Canal de calcio: 1a excitacién de las células musculares,
por ejemplo por despolarizacién de la membrana plasmética durante el
potencial de accién (Huxley, 1971), causa la apertura de los canales y una
salida masiva del calcio almacenado al espacio citoplasmdtico (Winegard
y col., 1970) y, por consiguiente, la contraccién de los miofilamentos .

- Bomba de Ca‘*’-Mg*’APTasa-dependiente activada por
fosforilacién, que introduce calcio dentro del reticulo endopldsmico
(Jorgensen y col., 1982). Esta bomba es regulada mediante la fosforilacién
del fosfolambano, que depende a su vez de los niveles de AMPc
(Eggermont y col., 1988; Raeymaekers y col.,, 1986). E1 GMPc también
puede regular esta bomba a nivel del miisculo liso (Twort y col., 1988).

Los calciosomas son otros almacenes intracelulares, similares al
reticulo endopldsmico, han sido descritos recientemente (Volpe y col., 1988).

b.-Mitocondria

La mitocondria también es un almacén intracelular de calcio
(Hasselbach y col., 1961). Aunque su papel no es tan claro como en el caso
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anterior, estd demostrado que a nivel de la membrana mitocondrial existen
diferentes mecanismos de transporte de calcio, entre los que se encuentran:
un transportador de Ca**, capaz de movilizar calcio a través de la
membrana interna hacia la matriz mitocondrial (Carafoli y col.,, 1976;
Cropmton y col., 1985; Nichols y col., 1982)); un transportador Na*-Ca%,
localizado en la membrana interna, inhibido especificamente por algunos
antagonistas del calcio (diltiazem) y por lantdnidos (Carafoli y col. 1974).

Como ya se ha mencionado, la entrada-salida de calcio a nivel
mitocondrial no tiene atin una explicacién concreta, aunque se postula que
esta movilizacién del i6n calcio estd relacionada con la regulacién de las

deshidrogenasas calcio-dependientes intramitocondriales (Denton y col.,
1986).

........ ~Cavw™ Na
. o .-.. :'

AL ANIS AR AN,
- "a

»

.
- -
LI

P S

-y

(sarco)-
plasmic
reticulum

Milochon-
drion

Figura 8: Sistemas de control de calcio en células eucariotas. El
esquema muestra las protefnas solubles fijadoras de calcio y las proteinas
de transporte asociadas a la membrana, tanto desde el exterior celular al

interior como la entrada de calcio a los almacenes intracelulares. De
Carafoli y col., 1990.
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5.1.2.-Liberacién de calcio inducida por calcio (CICR).

La entrada de pequeiias cantidades de calcio durante la
estimulacién de la célula puede promover la liberacién de una gran
cantidad de calcio del reticulo endopldsmico (Van Breemen, 1965). La
liberacién de calcio del almacén intracelular se debe a la activacién de
canales de calcio; estos canales se activan a concentraciones pM de calcio,
mM de ATP, AMPc, cafeina y, parcialmente, por ryanodina (Smith y col.,
1985; Saida y col., 1984). La procaina bloquea estos canales (Saida y col.,
1984).

5.1.3.-Liberacién de calcio inducida por
inositoltrifosfato.

Como ya se ha mencionado en el apartado 3, el 14,5-
inositoltrifosfato induce la liberacién de calcio de sus almacenes
intracelulares (reticulo endopldsmico). La liberacién de calcio inducida por
inositoltrifosfato (1 pM) es suficiente para provocar la respuesta contréctil
de las células musculares (Suematsu y col., 1984; Yamamoto y col., 1985).
La interaccién de los inositoltrifosfatos con su receptor especifico (Baukal
y col., 1985) abre los canales catiénicos y como consecuencia se libera
calcio de los almacenes intracelulares. Parece ser que la apertura de este
canal receptor dependiente estd regulado por nucleétidos de guanina
(Dawson y col., 1985, 1987; Gill y col., 1986). Sin embargo, la liberacién
de calcio inducida por calcio (CICR) no requiere GTP y es insensible a la
toxina pertussis. Asimismo, la procaina afecta fundamentalmente la CICR
m4ds que la inducida por inositoltrifosfato (Van Breemen y col., 1988). Todo
ello parece indicar que existen dos tipos de canales de calcio en estos
almacenes intracelulares: unos activados por calcio y otros activados por
inositoltrifosfato.
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5.2.-Movilizacién de calcio en la membrana plasmaética.

Son varios los mecanismos que permiten una corriente de calcio
hacia el interior de la célula. Una forma de incrementar rdpidamente la
concentracién a nivel intracelular, es su paso a través de los canales de
calcio situados en la membrana y que se pueden dividir en canales voltaje-
dependientes y receptor-dependientes. Los primeros se activan por
despolarizacién de la membrana celular, bien sea, incrementando la
concentracién de potasio extracelular o por medio de estfmulos eléctricos.
La activacién de estos receptores (adrenérgicos, serotoninérgicos...) puede
modular la accién de los canales de calcio voltaje-dependientes a través de
mecanismos de fosforilacién dependientes de AMPc.

La entrada del calcio a través de los canales de -calcio
receptor-dependientes se produce tras la interaccibn de moléculas
endégenas o formacos agonistas con receptores de membrana ligados a este
tipo de canal de calcio. Entre éstos distinguimos aquellos que en principio
son utilizados por otros iones (por ejemplo por el sodio) y s6lo en ausencia
de éstos, y con menos eficiencia, los emplear4 el calcio y aquellos utilizados
primariamente y con gran eficiencia por el calcio.

Paralelamente, el flujo de calcio hacia el exterior se puede producir
a través de una bomba ATPasa calcio-sodio dependiente o por un sistema
ATPasa dependiente de calcio y magnesio descrita anteriormente (Fig. 8).

5.2.1.-Canales de calcio voltaje dependientes.

Estudios recientes realizados por Carbone y col. (1984) y por
Nowycky y col. (1985), demuestran que pueden existir diferentes tipos de
canales de calcio en diferentes tejidos de las mismas especies, e incluso en
diferentes partes de la misma célula. Los canales de calcio
voltaje-dependientes pueden distinguirse por distintas propiedades biofisi-
cas y por su sensibilidad a la inhibicién por iones inorgédnicos (Co*?, Cd*,
Mn*?, La®, etc...), por bloqueantes y toxinas.



56

Se diferencian tres tipos de canales de calcio: canales T, N y L.
El canal L es el tinico sensible a los antagonistas cldsicos del calcio. En
este canal existen, al menos, cuatro lugares de unién distintos para los
farmacos, y dicha unién es dependiente del estado en el que se encuentre
el canal, del potencial de membrana y de la frecuencia de apertura de este
canal (Speeding y col., 1987).

a.- Canal T: La conductancia al calcio a su través es pequeiia. Se
activa a potenciales de membrana méds negativos que el canal L; es
insensible a los antagonistas cldsicos.

b.- Canal N: A su través se produce un gran intercambio de
corriente de calcio. Sélo se ha caracterizado en ciertas neuronas. La
activacién de los canales de calcio voltaje-dependientes en el cerebro es la
responsable de la liberacién de neurotransmisores desde las terminaciones
nerviosas presindpticas, asi como de los fenémenos de vaciamiento
neuronal.

La omega-Conotoxina es una toxina aislada de Conus geographus,
que posee actividad bloqueante de los canales de calcio presindpticos tipo
N y L, en distintas preparaciones neuronales (Kerr y Yoshikami, 1984), e
inhibe la captacién de “Ca*? voltaje-dependiente por los sinaptosomas
(Rivier y col., 1987). Por el contrario, otros antagonistas de los canales de
calcio, como las dihidropiridinas y el verapamilo, no bloquean la liberacién
de neurotransmisores en condiciones normales. Estos datos estdn de
acuerdo con la teorfa de que los canales de calcio de tipo N, que son
bloqueados por omega-Conotoxina, son de localizacién presindptica y
responsables de la liberacién de los neurotransmisores (Kerr y col., 1988).
Esta teoria se ve confirmada por el notable efecto depresor que ejerce la
adenosina sobre la neurotransmisién, compuesto este que posee una
actividad inhibidora sobre el canal N (Tsien y col., 1987).

c.- Canal L: Unicamente se activa por despolarizacién de la
membrana. Es el lugar de accién de los antagonistas cldsicos del calcio:
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dihidropiridinas, verapamilo, diltiazem y derivados. Se encuentran
localizados predominantemente en el soma neuronal (Speeding y col., 1987).
Este canal y el canal T, son muy importantes en la activacién del misculo
liso vascular.

El estudio de la composicién estructural del canal de calcio tipo
L indica que estd formado por una serie de subunidades: o,, o, B y .
Estas subunidades dan lugar a un conjunto glicoproteico de caracterfsticas
hidrofébicas.
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Figura 9: Representacién estructural de los canales L de calcio
voltaje-dependientes. De Takahashi y col., 1987.



58

La subunidad m4ds conocida es la subunidad «,, considerada como
el sitio de unién de las 1,4-dihidropiridinas y de las fenilalquilaminas;
adem4s, es el sitio de fosforilacién de la proteinkinasa AMPc-dependiente.
Se compone de varios segmentos, uno de los cuales es un sensor de voltaje
presente también en otros canales iénicos. La funcién del resto de las
subunidades no se conoce, pero se sabe que estabilizan el canal en una
conformacién de alta afinidad (Glossman y col., 1988).

5.2.1.1.- Antagonistas del calcio.

Se distinguen tres tipos de antagonistas del calcio:
1.4-dihidropiridinas, como el nifedipino; fenilalquilaminas, como el
verapamilo; y benzotiacepinas, como el diltiazem (Fleckenstein y col.,
1983a, 1983b, 1987, 1986; Weiss y col., 1978, 1981; Janis y Triggle, 1983;
Schwartz y col., 1983; Godfraind y col., 1985; Opie y col.,1984; Flaim y
Zelis, 1982; Rahwan y col.,1982) (Fig. 10).

Estos compuestos han sido definidos bioquimica, electrofisiolégica
y farmacol6gicamente como antagonistas de los canales de calcio
voltaje-dependientes. Se trata de un grupo heterogéneo desde el punto de
vista quimico y farmacolégico, ampliamente empleados en clinica para
tratar des6érdenes cardiovasculares, tales como las arritmias
supraventriculares, la angina de pecho y la hipertensién (Fleckenstein y
col., 1983a y b; Kaplan y col., 1988).

Los antagonistas del calcio bloquean primordialmente el canal de
calcio voltaje-dependiente tipo L. Atin no se conoce de forma exacta c6mo
se produce este bloqueo, pero no es por simple taponamiento del canal. La
afinidad de los ligandos por los canales puede variar en gran medida
dependiendo de que el estado del canal sea de reposo, abierto o inactivado,
de acuerdo con los estimulos de frecuencia y potencial de membrana
(Hondeghem y col., 1977, 1984). Las diferencias en las caracteristicas de
bloqueo explican las distintas propiedades farmacolégicas.
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Figura 10: Estructuras quimicas de verapamilo, nifedipino
y diltiazem, representantes de las tres familias de antagonistas

del calcio.
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Para el verapamilo, diltiazem y andlogos, se ha descrito un
aumento en su actividad inhibidora al producirse un aumento en la
frecuencia de estimulacién, reflejando de esta manera una interaccién
preferencial de estos ligandos con el estado activado o inactivado del canal.
Ello explica su eficacia en el tratamiento de las arritmias cardiacas. En
cambio, la potencia de bloqueo de las dihidropiridinas depende del
potencial de membrana.

Las dihidropiridinas se han mostrado 1.000 veces mds potentes,
como bloqueantes de los canales de calcio voltaje-dependientes en misculo
cardiaco, a potenciales despolarizantes que a potenciales hiperpolarizanres
(Sanguinetti y col., 1984). De este modo, es posible que la selectividad de
las dihidropiridinas por el musculo liso vascular sea debida a que el
potencial de reposo del miisculo liso es menos negativo que el del misculo
cardiaco (Kamp y col., 1987). Por esta razén las dihidropiridinas presentan
una afinidad elevada por el estado inactivado del canal que es el
promovido por la despolarizacién prolongada de la membrana (Godfraind
y col. 1988).

Los canales de calcio voltaje-dependientes se modulan por un
cierto nimero de neurotransmisores y neuropéptidos, entre los que se
incluyen: catecolaminas, acetilcolina, histamina, serotonina, adenosina,
somatostatina y opioides (Tsien y col., 1983; Reuter y col., 1983).

Actualmente se dispone de activadores de los canales de calcio
como lo son el Bay K 8644 y PN 202-791 (Fig. 11) (Wei y col., 1986; Wei
y Triggle, 1987). La existencia de agonistas y antagonistas del canal de
calcio, plantea la posible hipétesis de un mecanismo de control endégeno
(Gross y col., 1985) por moléculas que se unirian al canal de calcio
regulando su actividad.
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Figura 11: Estructura quimica de los activadores del canal
de calcio voltaje-dependiente.

Como reguladores end6genos se han propuesto la
palmitoilcarnitina, metabolito lipidico que posee una accién similar al Bay
K 8644, y la sustancia P que aumenta la unién de los antagonistas de
calcio a nivel cerebral, y la captacién del calcio en la despolarizacién
provocada por potasio. Ello parece indicar una relacién entre la sustancia
P y los canales de calcio (Spedding, 1987).

5.2.2.-Canales de calcio receptor-dependientes.

Benham y col. (1987) demostraron mediante técnicas de "patch
clamp" la existencia de corrientes de calcio a través de canales cuando se
aplicaba ATP en células de miisculo arterial. Estos canales eran de
conductancia baja, insensibles al voltaje y al nifedipino y se
desensibilizaban rdpidamente en presencia de ATP. Ya que estos canales
no eran activados cuando el ATP se aplicaba fuera de la pipeta de "patch
clamp", se concluy6 que se trataba de canales de calcio acoplados a un
receptor. En este tipo de receptores se produce una modificacién del estado
molecular del canal que permite el paso de iones a su través en una
direccién determinada por gradiente de concentraciones y de cargas
eléctricas a ambos lados de la membrana. Varios trabajos publicados
sugieren que otros agonistas como la histamina, noradrenalina,
vasopresina, y angiotensina, abren indirectamente estos canales de calcio
ligados a receptores (Kistler y col., 1982; Van Breemen y col., 1989).
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También bradikinina y trombina activan canales calcio insensibles
al voltaje (Logde y col., 1988; Johns y col., 1987); por ello se postula la
existencia de una serie de canales de calcio que estarfan acoplados a
diferentes tipos de receptores a través de un sistema de segundos
mensajeros. La naturaleza del segundo mensajero implicado, ain estd por
dilucidar, aunque existen evidencias “de que podrian ser el 14,5-
inositoltrifosfato (Kuno y col., 1987), 1,3,4,5-inositoltetrafosfato (Irvine y
col., 1986) o la subunidad a del GTP (Brown y col., 1988). Por iltimo un
posible regulador de algunos de estos canales podrfa ser el calcio
citoplasmético (Von Tscharner y col., 1986). La Figura 12 muestra las
diferentes posibilidades de regulacién de los canales de calcio receptor-
dependientes.

VGC
PL
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Figura 12: Representacién esquemé4tica de los canales de calcio
voltaje-dependientes (VGC) y receptor-dependientes (ROC). La unién de un
agonista a su receptor puede abrir directamente el ROC o bien
indirectamente a través de mensajeros secundarios como las proteinas G,
los inositolfosfatos (IP) o calcio. Los canales de calcio  voltaje-
dependientes pueden activarse por accién directa de un agonista (Bay K
8644 etc) o bien indirectamente por medio de la activacién de la
proteinkinasa C por el diacilglicerol (DAG). De Van Breemen y col., 1989.
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5.3.-El i6n calcio en la contraccién.

El proceso contrdctil en el misculo liso tiene lugar por la
interaccién de los filamentos de actina y miosina. El calcio juega un papel
esencial en la interaccién entre actina y miosina responsable de la
contraccién muscular.

El proceso se inicia con la unién del Ca*? a la calmodulina, lo que
induce un cambio conformacional de esta protefna (Klee y col., 1982). El
complejo se une posteriormente a la kinasa de la cadena ligera de la
miosina. De este modo el complejo cataliza la fosforilacién de la subunidad
reguladora de la cadena ligera de la miosina. Esta activacién resulta de
la unién de una calmodulina con la subunidad catalitica de la kinasa
(Blumenthal y col., 1980). La kinasa activada fosforila la cadena ligera de
la miosina y esta fosforilacién permite a la miosina incrementar la
actividad de la ATPasa-magnesio-dependiente de cadena de miosina,
necesaria para provocar la hidrélisis de ATP y la interaccién con los
filamentos de actina, desarrolldndose la contraccién. Este es el proceso
mayoritario por el cual se produce la contraccién. Sin embargo, es
necesario destacar un segundo procedimiento de tipo regulador que
depende también de calcio. El calcio puede regular la interaccién actina-
miosina a través de los componentes de filamentos finos, que tienen
afinidad por dicho i6n sin necesidad de fosforilar previamente la cadena
ligera de la miosina (Stull y col, 1988). Estos filamentos activan,
dependiendo de la concentracién de calcio, la ATPasa-Mg*? de la miosina
(Fig. 13). El aumento de calcio libre en el citoplasma puede ser debido
tanto a la entrada de calcio extracelular como a la liberacién de éste de
sus almacenes intracelulares.

Al igual que el proceso de contraccién, el proceso de relajacién
requiere la presencia de una fosfatasa que defosforile la cadena ligera de
miosina activada (Pato y col., 1985) y la movilizacién de calcio, pero en
este caso disminuyendo la concentracién de este i6n libre en el citoplasma.
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Figura 13: Esquema general de la regulacién de la contraccién en
el misculo liso. De Stull y col., 1988.

Esta disminucién puede deberse a la recaptacién de calcio por los
almacenes intracelulares, a la inactivacién de los canales de la membrana
plasmdtica y al aumento de la cantidad de calcio que sale de la célula.
Ambos procesos estdn regulados por mensajeros secundarios (Stull y col.,
1988) e implican al AMPc y probablemente el sistema de proteinas G, ya
que el ién F inhibe la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (Karaki
y col., 1988).

Compuestos que inducen la relajacibn muscular (8-
adrenoreceptores) actian activando la adenilatociclasa y aumentando el
AMPec intracelular. Asimismo, compuestos que inhiben la fosfodiesterasa
inactivadora del AMPc, y que por tanto, incrementan el AMPec, relajan
también la musculatura lisa. E1 AMPc activa la proteinkinasa AMPec-
dependiente, la cual fosforila e inactiva la kinasa de la calmodulina, y por
tanto el proceso contrdctil queda interrumpido. Sin embargo, ya que
aunque no se fosforile la cadena ligera de la miosina, el calcio es capaz, -
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parcialmente, de provocar la contraccién, se puede deducir que la
defosforilacién de la cadena ligera de la miosina no es esencial en el
proceso de relagjacién, y que existen otros mecanismos de relajacién. La
proteinkinasa activada por el AMPc puede estimular también la ATPasa-
Na‘/K* de membrana, favoreciendo asi la activacién de la bomba Na'/K*,
lo que provoca la entrada de potasio y salida de sodio y favorece la salida
de calcio fuera de la célula y por tanto la relajacién muscular.

El incremento de GMPc es otro de los mecanismos propuestos
para explicar la relajacién del misculo liso (Schulz y col.,1991). E1 GMPec,
sus andlogos sintéticos y los inhibidores de la fosfodiesterasa que evitan
su degradacién presentan propiedades vasodilatadoras. El mecanismo por
el cual este nucleétido actia estd por estudiar.

5.4.-Benzodiacepinas y canales de calcio.
5.4.1.- Relaciéon de las benzodiacepinas centrales con
el canal de calcio.

Diversos estudios demuestran que el diazepam presenta
propiedades inotropo y cronotropo negativas. Estos hechos sugieren la
participacién de las benzodiacepinas, a concentraciones micromolares, en
la funcién del canal de calcio (Bender y col., 1985; Mestre y col., 1985).

Los efectos antagonistas del calcio de las benzodiacepinas centrales
no estdn limitados al sistema cardiovascular. Diversos estudios (Ferrendelli
y col., 1982; Taft y De Lorenzo, 1984) muestran, que a concentraciones
micromolares inhiben la captacién de calcio en los sinaptosomas inducido
por despolarizacién, siendo este proceso estereoespecifico. Asimismo, la
duracién del potencial de accién dependiente de calcio es reducido por
diazepam y Ro 5-4864 a concentraciones de 05 pM y 50 pM
respectivamente (Mestre y col., 1984a; 1985). Las benzodiacepinas también
facilitan la despolarizacién inducida por la liberacién de dopamina, con una
actividad dependiente en parte, de la presencia de un sustituyente en N-1
(Mitchell y Martin, 1979).
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5.4.2.- Relacién de las benzodiacepinas periféricas con
el canal de calcio.

Los receptores benzodiacepinicos periféricos también parecen estar
asociados a los canales de calcio voltaje-dependientes, como demuestra la
competencia existente entre el Ro 5-4864, el nitrendipino y el diazepam
(Bender y col., 1985).

El Ro 5-4864 disminuye la duracién del potencial de accién a
concentraciones del rango 3 x 10®° pM y 3 uM, efecto que es bloqueado por
PK 11195. Este ltimo compuesto es capaz de bloquear los efectos de los
antagonistas del calcio (nitrendipino, verapamilo y diltiazem) y de los
activadores del canal de calcio como Bay K 8644 (Mestre y col., 1985).

Sin embargo, no todas las evidencias obtenidas apuntan a una
asociacién entre canal de calcio y los sitios de unién benzodiacepinicos
periféricos. Los procesos de inhibicibn del canal de calcio no se
correlacionan con las afinidades de las benzodiacepinas periféricas a sus
receptores. As{ como tampoco existe una relacién estrecha entre las
concentraciones a las que las benzodiacepinas bloquean los canales de
calcio, del orden micromolar, y las concentraciones a las que se unen al
receptor benzodiacepfnico periférico, del orden nanomolar (Rampe y Triggle,
1986).

Los derivados de las 1,4-dihidropiridinas, nifedipino y nitrendipino,
poseen una afinidad en el rango subnanomolar por el canal de calcio y
desplazan al Ro 5-4864 de su unién a los receptores benzodiacepinicos
periféricos s6lo a concentraciones micromolares.

Es posible que esta discrepancia refleje una capacidad de las
benzodiacepinas de estabilizar un estado del canal, mientras que las
dihidropiridinas estabilizan otro estado (Cantor y col., 1984).
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5.4.3.- Especificidad de accién de las benzodiacepinas
en los canales de calcio.

La elevada concentracién de benzodiacepinas necesaria para la
modulacién de los canales de calcio cuestiona su especificidad. Las acciones
de las benzodiacepinas sobre las propiedades eléctricas neuronales incluyen
efectos en la conductancia al sodio y al potasio, asf como efectos no
especificos en las propiedades eléctricas. Altas concentraciones de
benzodiacepinas bloquean en las neuronas la conductancia al calcio pero
sin efecto aparente sobre los canales de sodio. A pesar de que son
necesarias dichas concentraciones, éstas se encuentran dentro del rango en
el que se emplean para el control de las convulsiones inducidas por
electroshock en los animales de experimentacién y de las convulsiones
epilépticas en clinica humana (Rampe y col., 1987).



II.-PARTE EXPERIMENTAL
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A.-EXPERIENCIAS EN CONDUCTO DEFERENTE
AISLADO DE RATA.

1.- Obtencién y montaje en baifio de o6rganos del
conducto deferente de rata.

Para llevar a cabo las siguientes experiencias se utilizaron ratas
Sprague-Dawley, de peso 300-350 g,procedentes del estabulario de esta
Facultad. Los animales permanecieron en nuestro laboratorio bajo
condiciones standard de temperatura (22 = 0.5 °C), y mantenidas en un
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (8 a.m.- 8 p.m.), con libre acceso al
pienso (Letica IPM-R20) y al agua de bebida.

Las ratas se sacrificaron por traumatismo craneal y posterior
exsanguinacién por arteriotomia carotidea. Seguidamente, el animal se
dispuso en decibito supino sobre una tabla quirirgica, y se practicé una
laparatomfa media, a fin de poner al descubierto el paquete intestinal.
Para facilitar la reseccién de los conductos deferentes, se desplazaron los
testiculos desde su posicién escrotal a la cavidad abdominal.

Los conductos deferentes de rata son unas finas estructuras
blancas, que parten del epididimo, cerca de los testiculos, hasta la vesicula
seminal. Los conductos deferentes deben ser extraidos en su totalidad,
evitando cualquier lesién que se pueda producir en el 6rgano. Una vez
diseccionados, se colocaron en una placa de Petri que contenia una solucién
de Krebs-Henseleit (adecuada para cada tipo de experiencia) aireada
convenientemente y de forma regular con carbégeno (95 % O,, 5% CO,). A
continuacién, se separé cuidadosamente el tejido conectivo y vasos
sanguineos adheridos al 6rgano. También se extrajo el semen que pudiera
haber en el interior del conducto. A continuacién se procedié al montaje
del 6rgano atdndose éste, por su extremo epididimal, a la barra soporte del
bafio; se toma una longitud constante de 2 cm y finalmente, se transfiere
a la copa del bafio, de 20 ml de capacidad. El extremo libre se liga a un
transductor de tensién isométrico (TRI 010 Letica), acoplado a un
amplificador (ISO 505 Letica) y éste a un registrador multicanal
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(PolyGraph 4000 Letica). Los conductos deferentes, una vez montados en
la copa del baiio, se sometieron a un perfodo de estabilizacién de 30 min,
a una tensién 0.4 g y a una temperatura constante de 37 °C. A lo largo
de toda la experiencia se aplicé una aireacién con carbégeno (95% O,, 5%
CO,) de forma continua y homogénea, a través de una placa porosa de
vidrio situada en la base del baiio.

2.-Protocolo experimental de la estimulacién del
conducto deferente con noradrenalina exégena.

La solucién fisiolégica nutritiva utilizada cuando se estimulé el
conducto deferente con noradrenalina exégena es  Krebs-Henseleit,
desprovista de magnesio, cuya composicién, en mM, fue como sigue:
NaCl,86.2; KCl, 4.7: Na,SO,, 1.2; KH,PO,, 1.19; CaCl,, 1.9;NaHCO,, 25;
glucosa, 11.7.

En las experiencias en que se modificé la cantidad de calcio en la
solucién fisiolégica nutritiva, se disminuyé equimolecularmente el contenido
de NaCl con el fin de no variar la composicién iénica del medio.

Las contracciones producidas por noradrenalina exégena se
obtuvieron por adicién a la copa del bafio de una solucién acuosa de
bitartrato 4cido de noradrenalina,a una concentracién en el medio de 12
pM. Esta concentracién es la que producia la respuesta médxima del
6rgano. Las diferentes respuestas control a la noradrenalina se obtuvieron
dejando perfodos de recuperacién de 10 a 15 min entre cada una de ellas.

Los formacos se mantuvieron en contacto con el conducto deferente
durante 10 min antes de registrar nuevamente la respuesta a la
noradrenalina. La solucién madre de noradrenalina se preparé con una

solucién acuosa de dcido ascérbico al 0.1%, para evitar la oxidacién de la
noradrenalina.
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2.1.-Resultados.

En el conducto deferente de rata, las benzodiacepinas ensayadas,
Ro 5-4864, diazepam y clonazepam, provocaron la inhibicién de las
contracciones inducidas por noradrenalina exégena, en el rango de
concentraciones ensayadas (0.002 pM - 12 pM) (Fig. 14).

100

80 |

60 |

40 |

X EFECTO MAXIMO

0 L | PR T bl e il PSS AT |
10°® 1077 10°¢ 1075 1074
CONC. NORADRENALINA (M)

Figura 14: Curva dosis-respuesta a la noradrenalina exégena
en conducto deferente de rata.

En los tres casos se observa que el antagonismo es de tipo no
competitivo, ya que la presencia en el medio de estos compuestos provoca
un desplazamiento de la curva dosis respuesta a la noradrenalina hacia la
derecha y disminuye, al mismo tiempo, la respuesta méxima. En
consecuencia para valorar dicho antagonismo se procedié a calcular los pD,’

correspondientes.
' Para el Ro 5-4864, se ensayaron concentraciones comprendidas
entre 4 y 30 pM (Tabla 1). El pD,’ calculado fue de 5.00 (Tabla 5).
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Tabla 1: Efecto del Ro 5-4864 en las contracciones inducidas
por noradrenalina.

CONC. M) n” Emax NA (g) INHIBICION(%)**
0 8 1.52 0

4.00 2 1.18 22.18 = 3.39
4.90 6 1.15 24.26 = 7.71
6.20 6 1.01 33.34 = 9.68
9.20 6 0.66 55.99 = 9.68
31.20 5 0.27 81.59 = 5.92

* Niumero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

En el caso del diazepam, se ensayaron concentraciones de 20 a 80
pM (Tabla 2), y el pD,’ resultante fue de 4.20 (Tabla 5).

Tabla 2: Efecto del diazepam en la contracciones inducidas
por noradrenalina.

CONC. uM) n* Emax NA (g) INHIBICION(%o)y**
0 8 1.39 0

20.80 6 1.24 1091 = 4.23
31.30 6 1.17 15.83 = 2.38
41.60 5 0.76 45.25 = 5.34
83.10 6 0.57 59.25 = 7.97

* Numero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.
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Del mismo modo para el clonazepam el rango de concentraciones
fue de 10 a 50 pM (Tabla 3), y el pD,’ estimado de 4.22 (Tabla 5).

Tabla 3: Efecto del clonazepam en las contracciones inducidas
por noradrenalina.

CONC. (uM) n* Emax NA (g) INHIBICION(%y**
0 8 1.21 0

5.70 8 0.77 36.67 = 6.54
11.40 7 0.65 46.39 = 8.81
22.70 ¢ ) 0.37 69.24 = 9.18
45.30 7 0.37 85.17 = 5.17

* Numero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

En ensayos paralelos, se utilizé el PK 11195, antagonista especifico
del receptor benzodiacepinico periférico, para determinar si la accién
inhibidora de los anteriormente mencionados compuestos estaba mediada
por este tipo de receptores a las benzodiacepinas.

Contrariamente a lo que cabia esperar, este compuesto no sélo no
antagonizaba la accién de las benzodiacepinas en este tipo de experiencia,
sino que él mismo inhibia las contracciones inducidas por noradrenalina
exégena en conducto deferente de rata. Para el PK 11195 se ensayaron
dosis comprendidas entre 5.5 y 45 uM (Tabla 4), y ya que el antagonismo
era también de tipo no competitivo se calcul6 el pD, correspondiente
siendo el valor de 4.95 (Tabla 5).



Tabla 4: Efecto del PK 11195 en las contracciones inducidas por

noradrenalina.
CONC. (uM) n* Emax NA (g) INHIBICION(%)**
0 8 1.21 0
5.70 8 0.77 36.77 = 6.54
11.40 ¢ 0.65 46.39 = 8.81
22.70 7 0.37 69.24 = 9.18
45.30 7 0.18 85.17 = 5.17

* Niumero de observaciones.

** Porcentaje de inhibicién expresado como media = DS.

Tabla 5: Valores de pD,’ obtenidos para cada compuesto frente

a las contracciones inducidas por noradrenalina en conducto

deferente de rata.

COMPUESTO n*
Ro 5-4864 5
Diazepam 4
Clonazepam 4
PK 11195 4

?

pD,’
5.00 + 0.11
4.20 + 0.29
422 + 1.13
4.98 + 0.19

* Nimero de observaciones.

Los valores de pD,” y de la pendiente se expresan como la media = DS.

El orden de potencia en la inhibicién de las contracciones por
noradrenalina fue Ro 5-4864 > PK 11195 > diazepam > clonazepam (Fig.

15).

Con el fin de descartar la participacién de

receptores

benzodiacepinicos centrales en este efecto inhibidor, se realizé la misma
experiencia utilizando GABA, en un rango de concentraciones de 1.3 a
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190 pM, observdndose que este compuesto no presentaba efecto per se a
este nivel y tampoco modificaba la respuesta a la noradrenalina exégena
o a las benzodiacepinas.

Asimismo, se ensay6 un antagonista especifico de los receptores
benzodiacepinicos centrales, el Ro 15-1788, para descartar la intervencién
de este tipo de receptores a nivel de conducto deferente de rata. Como era
de esperar, este compuesto no fue capaz de modificar el efecto de la
noradrenalina exégena a este nivel ni de revertir el efecto de las otras
benzodiacepinas ensayadas, lo que corrobora el hecho de que el
antagonismo de las benzodiacepinas a este nivel no estd relacionado con
los receptores benzodiacepinicos centrales.

2.2.-Influencia de la concentracién de calcio en la
solucién fisiolégica nutritiva sobre las contracciones
inducidas por noradrenalina exégena.

A raiz de los resultados anteriores, y teniendo en cuenta la posible
relacién entre los canales de calcio voltaje-dependientes, ya mencionados
por otros autores (Mestre y col., 1985), y la accién de las benzodiacepinas
a nivel periférico, se valoré la reversién del efecto antagonista de estos
compuestos y del PK 11195 frente a la noradrenalina exégena, variando
la concentracién de calcio del medio.

En primer lugar se duplicé la concentracién de calcio de la solucién
Krebs-Henseleit (concentracién final obtenida 3.8 mM), observdndose que
se revertia el efecto inhibidor de las benzodiacepinas en un 20% (Tabla 6).
El andlisis estadistico indic6 una significacién de p<0.005 para el Ro 5-
4864, p<0.01, para el diazepam y p<0.001 en el caso del clonazepam. Sin
embargo cuando la concentracién de calcio se aumenté hasta 5.7 mM, no
se apreciaron diferencias significativas respecto a los resultados obtenidos
con una concentracién de calcio de 3.8 mM (Fig. 16).
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a)

“‘I N
. f
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AL

Ejemplo de las contracciones inducidas por noradrenalina
(12 pM) en conducto deferente de rata en ausencia (1) y presencia (2) de:

a) Ro 54864 (9.02 pM).
b) Diazepam (10.6 pM).
¢) Clonazepam (31.6pM).
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Tabla 5: Inhibicién (%) de las contracciones inducidas
por noradrenalina a diferentes concentraciones de calcio por
diferentes compuestos.

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO Ca 1.9mM n Ca38mM 1 Ca 57 mM n
Ro 5 4864 (9.02 uM) 5597+ 963 6 3545 = 8.78** 6 35.17 = 805** 6
Diazepam (40 pM) 42251963 & 30.11 = 683* 8 27.25 + 5.35** 6
Clonazepam (1183M) 7654+ 191 7 6151 = 5.15%** 4 62.59 + 3.20%*+ 8
PK 11195 (11.4 pM) 46392881 7 42492364 7 4365+875 4

nw_mn

Resultados expresados como media = DS, siendo "n" el nimero de
observaciones.
ANOVA y test de Scheffé: *p<0.01; **p<0.005; ***p<0.001 vs Ca 1.9 mM.

3.-Protocolo experimental de la estimulacion con
calcio.

Con el fin de poner de manifiesto la posible relacién entre los
canales de calcio voltaje-dependientes y la accién de las benzodiacepinas
a nivel periférico se ensay6é el efecto de éstas sobre las contracciones
inducidas por calcio ex6geno en una preparacién despolarizada que provoca
en las células musculares la apertura de los canales de calcio y por tanto
el libre paso de calcio extracelular al interior de la célula. Si afiadimos a
una preparacién de este tipo una solucién de calcio concentrada se produce
una contraccién de la musculatura lisa por la entrada masiva de calcio al
citoplasma. Para ello se utiliz6 una solucién fisiolégica nutritiva cuya
composicién fue la siguiente (en mM): NaCl, 80; KCl, 48; NaHCO,, 25;
MgCl,, 1.2; Glucosa, 14.

Las contracciones inducidas por calcio, en estas condiciones, se
produjeron adicionando al bafio una solucién acuosa de CaCl,, alcanzdndose
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una concentracién final de 2.5 mM. Al igual que en las contracciones
inducidas por noradrenalina, el periodo de recuperacién varié entre 10 y
15 min; asimismo, el tiempo de contacto del érgano con el compuesto a

ensayar fue de 10 min, antes de obtener una nueva respuesta contréctil
al calcio.

3.1.-Resultados.

Todos los compuestos ensayados produjeron una inhibicién dosis-
dependiente de las contracciones inducidas por calcio en el conducto
deferente de rata (Fig. 17).

Los resultados obtenidos, para el caso del Ro 5-4864, ensayado a
concentraciones comprendidas entre 10 y 20 ptM se muestran en la tabla
7, y el pD,’ calculado fue de 4.78 (Tabla 11).

Tabla 7: Efecto del Ro 5-4864 en las contracciones inducidas
por calcio.

CONC. (uM) n* Emax Ca (g) INHIBICION(%)**
0 8 1.42 0

10.40 4 1.21 1442 + 4.43
12.50 8 0.98 3291 = 5.81
15.60 6 0.82 4254 = 549
20.80 6 0.45 65.63 + 5.49

* Numero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

Para el diazepam el rango de concentraciones fue de 8 a 80 pM
(Tabla 8), con un pD, de 4.71 (Tabla 11). En el caso del clonazepam
concentraciones ensayadas fueron de 20 a 30 pM (Tabla 9), siendo el pD,’
de 4.57 (Tabla 11).
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Del mismo modo, en este caso el PK 11195 también mostr6 efecto
inhibidor de este tipo de contracciones, a concentraciones comprendidas
entre 15 y 30 pM (Tabla 10), y el pD,’ calculado fue de 4.66 (Tabla 11).

Tabla 8: Efecto del diazepam en las contracciones inducidas
por calcio.

CONC. (uM) n* Emax Ca (g INHIBICION (%)**
0 8 1.33 0

7.95 5 0.94 30.81 = 9.61

18.50 5 0.80 40.61 = 12.51
27.80 4 0.62 54.17 = 9.20

39.60 4 0.36 73.58 %= 6.19

83.40 3 0.21 84.64 + 9.15

* Niumero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

Tabla 9: Efecto del clonazepam en las contracciones inducidas
por calcio.

CONC. (nM) n* Emax Ca (g) INHIBICION (%)**
0 8 1.040 0

19.80 4 0.77 25.70 = 6.18

25.00 6 0.58 4424 + 7.08

31.60 5 0.39 62.69 = 491

* Numero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS .
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Tabla 10: Efecto del PK 11195 en las contracciones inducidas
por calcio.

CONC.(uM) n* Emax Ca (g) INHIBICION (%)**
0 8 0.56 0

18.10 4 0.32 35.31 = 7.54
22.30 4 0.25 51.63 = 3.31
27.80 4 0.18 64.37 = 5.34
30.10 4 0.12 76.39 = 2.11

* Numero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

Tabla 11: Valores de pD,’ obtenidos para cada compuesto
frente a las contracciones inducidas por calcio en conducto
deferente de rata.

COMPUESTO n* pD,

Ro 5-4864 4 4.78 = 0.06
Diazepam 5 4.71 = 0.17
Clonazepam 5 464 = 0.42
PK 11195 4 4.66 = 0.05

* Nimero de observaciones
Los valores de pD,’ y de la pendiente se expresan como la media = DS.
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c) P

J T

Ejemplos de las contracciones inducidas por calcio en
conducto deferente de rata en ausencia (1) y presencia (2) de:

a) Ro 5-4864 (9.02 pM).
b) Diazepam (10.6 pM)
¢) Clonazepam (31.6pM)
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4.-Protocolo experimental de 1la despolarizacién
inducida por KCIL

La solucién fisiolégica nutritiva utilizada en este tipo de
estimulacién fue Krebs-Henseleit, cuya composicién fue la siguiente (mM):
NaCl 119; KCl 4.6; NaHCO, 25; CaCl, 2.5; KH,PO, 1.2; MgSO, 7TH,;0 y
Glucosa 11.1.

Los conductos deferentes montados segiin se indic6é en el apartado
1.-, se estabilizaron en el bafio durante 30 minutos. Transcurrido este
tiempo, se indujo una fuerte despolarizacién de las células del conducto
deferente por la adicién de una solucién concentrada de KCl (160 mM). La
contraccién producida se registr6 durante un periodo de tiempo de 20
minutos.

Tras un periodo de recuperaci6n de 40 minutos, se afiadié el
farmaco motivo del estudio al bafio. Se mantuvo en contacto con el érgano
durante un tiempo de 15 minutos, y se provocé una nueva contraccién por
adicién de la solucién de KCl (160 mM). De esta forma se puede observar
y cuantificar el efecto inhibidor del formaco tanto a nivel de la contraccién
fdsica como de la ténica.

Para cada uno de los firmacos ensayados, se obtuvieron las corres-
pondientes curvas dosis-respuesta, observdndose que todos ellos producian
una inhibicién de la contraccién inducida por KCl en el conducto deferente
aislado de rata. Asimisnio, pudo observarse el patrén de respuesta
diferenciado para las benzodiacepinas y los cldsicos antagonistas del calcio.

4.1.- Resultados.

Los resultados han sido expresados como % de inhibicién que
producen los compuestos sobre la fase fdsica o rdpida, as{ como sobre la
fase ténica o lenta de la respuesta contrdctil inducida por una solucién
concentrada de KCl (160 mM) en el conducto deferente aislado de rata.
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Las benzodiacepinas ensayadas fueron: Ro 5-4864, diazepam y
clonazepam. Se elaboraron las correspondientes curvas dosis-respuesta
para cada una de ellas, observdndose que todas ellas reducian ambas fases
de la respuesta contrédctil. Dicha reduccién fue dosis-dependiente, y se
revirti6 después del lavado con la solucibn nutritiva fisiol6gica de
Krebs-Henseleit.

En el caso del Ro 5-4864, las dosis estudiadas se encuentran
dentro del rango: 4 y 80 pM (Tabla 12; Fig. 18). Las CI;, (concentracién
inhibidora 50) fueron de: 11.46 pM para la fase fésica y de 70.77 pM para
la fase ténica de la respuesta (Tabla 18; Fig. 24 y 25).

Las dosis ensayadas para diazepam fueron 9-100 uM (Tabla 13;
Fig. 19). Las CI,, obtenidas fueron de: 18.65 ntM y de 58.86 uyM para la
fase fdsica y ténica respectivamente (Tabla 18; Fig. 24 y 25).

La tercera benzodiacepina estudiada fue ‘el clonazepam. Se
ensayaron dosis comprendidas entre 40 y 250 pM (Tabla 14; Fig. 20). Las
CI;, obtenidas para la fase fdsica fue de 64.21 pM, mientras que para la
fase ténica de 236.99 pM (Tabla 18; Fig. 24 y 25).

Las tres benzodiacepinas se mostraron mds selectivas por la fase
fdsica que por la fase ténica, de modo que mientras que la fase fdsica
pudo ser pricticamente anulada a altas concentraciones, la fase ténica
presenté un componente resistente a la accién de estos firmacos que
impedia su total anulacién.
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Tabla 12: Inhibicién por Ro 5-4864 de las contracciones inducidas
por despolarizacién con KCI en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA
CONCENTRACION (uM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%)  n*
3.92 22.07 = 8.34 1.21 £ 8.20 7
11.80 89.27 = 546 4.71 £ 6.30 8
17.00 58.17 = 8.19 12.19 = 9.60 15
22.70 70.16 = 5.70 28.50 = 5.41 7
28.50 78.63 + 3.78 26.97 = 2.87 4
84.20 75.44 = 5.88 25.62 = 9.02 6
78.30 98.08 = 0.15 60.46 = 18.3 4
* Numero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media = DS.
96 r
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CONC Ro 5-4864 (uM)

Figura 18: Curvas dosis-respuesta del Ro 5-4864 en las
contracciones inducidas por KCIl.
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Tabla 13: Inhibicién por diazepam de las contracciones inducidas
por despolarizacién con KCl en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA
CONCENTRACION (pM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (% n*
9.57 26.37 = 6.03 254 = 845 6
11.80 80.56 = 4.64 20.61 = 6.46 8
26.30 62.85 = 4.74 82.89 = 5.22 7
52.60 71.70 = 4.12 42.16 = 5.79 7
105.0 92.00 = 4.50 71.39 = 4.23 7

* Numero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media = DS.

100 ry FasICA
O TONICA
8o |
o
§ 60
@
= ==
Z 40}
"
20 }
0 e ! ] 1 1 1
0 30 60 90 120 150
CONC DIAZEPAM (uM)

Figura 19: Curvas dosis-respuesta del diazepam en las
contracciones inducidas por KCI.
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Tabla 14: Inhibicién por clonazepam de las contracciones
inducidas por despolarizacién con KCl en conducto deferente de

rata.

INHIBICION DE LA

INHIBICION DE LA

CONCENTRACION (uM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*
19.80 591 = 6.91 185 = 2.62 8
89.50 82.15 = 5.25 5.81 = 5.61 8
49.50 45.81 = 6.06 1221 £ 9.11 12
58.10 50.70 = 7.38 26.67 = 6.59 7
71.30 52.51 = 6.16 84.20 = 83.80 8
131.0 73.81 = 6.20 84.20 = 3.80 8
264.0 9192 = 6.49 €0.06 = 27.96 8

* Nimero de observaciones.

La inhibicién se expresa como media = DS.

100
m FASICA
o TONICA
80
S
§ 60
e8]
T
Z 40
xR
20
0 ] i 1 1 ]
60 120 180 240 300
CONC CLONAZEPAM (uM)

Figura 20: Curvas dosis-respuesta del clonazepam en las
contracciones inducidas por KCl.
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A nivel de la fase fdsica la potencia relativa que presentaron estos
farmacos fue: Ro 5-4864 > diazepam > clonazepam. En cambio a nivel de
la fase ténica el diazepam se mostré mds potente que el Ro 5-4864. Estos
resultados, a nivel de la fase fésica, concuerdan con el orden de afinidad
nanomolar que presentan las dichas benzodiacepinas por los lugares de
unién periféricos (Le Fur y col., 1983a; Anholt, 1986).

El PK 11195, un antagonista del receptor benzodiacepinico
periférico, no solamente no antagonizé las acciones de las benzodiacepinas,
sino que también inhibi6 ambas fases de la respuesta contrdctil inducida
por KCl. Las dosis estudiadas fueron entre 2.15 y 62.5 pM (Tabla 15).
Las CI;, obtenidas han sido de: 9.81 y 61.36 pM respectivamente para la
fase fdsica y ténica de la respuesta (Tabla 18; Fig 24 y 25).

Este compuesto presenté un patrén de respuesta muy similar al de
las benzodiacepinas (Fig. 21), ya que mostré mayor selectividad para la
fase fésica, llegando a anularla a altas dosis, que para la fase ténica, la
cual presenté un componente resistente al farmaco. Adem4s los valores de
CI; indican que este compuesto es mds potente que las tres benzodia-
cepinas en el antagonismo de las contracciones inducidas por KCI.

Los antagonistas del calcio, nifedipino y diltiazem, provocaron una
mayor inhibicibn de ambas fases de la respuesta que los fdrmacos
anteriormente citados. En el caso del nifedipino se estudiaron las dosis
comprendidas entre 0.001 y 2 pM (Tabla 16; Fig. 22) y en el caso de
diltiazem las comprendidas entre 0.3 y 100 pM (Tabla 17; Fig. 23).

Las CI,, obtenidas para la fase fdsica y para la fase ténica fueron
respectivamente de: 0.05 y 0.02 pM en el caso de nifedipino, y de 3.76 y
2.84 pM para el diltiazem (Tabla 18; Fig. 24 y 25).
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Tabla 15: Inhibicién por PK 11195 de las contracciones inducidas
por despolarizacién con KCI en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA
CONCENTRACION (pM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*
2.15 6.08 = 4.44 147 = 294 4
8.90 384.50 = 8.04 6.52 = 8.25 8
7.80 48.64 = 4.68 9.58 = 6.76 8
15.60 58.08 = 5.67 2151 = 5.12 7
81.20 70.61 = 4.13 80.38 = 9.50 7
62.50 86.31 = 6.76 53.44 = 11.95 7

* Nimero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media = DS.

96

m FASICA
O TONICA
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% INHIBICION

16

0 1 1 1 1 1 1 ]

0 10 20 30 40 50 60 70
- CONC PK 11195 (uM)

Figura 21: Curvas dosis-respuesta del PK 11195 en las
contracciones inducidas por KCI.
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Tabla 16: Inhibicién por nifedipino de las contracciones inducidas
por despolarizacién con KCIl en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA

CONCENTRACION (pM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*
5 x 10* 413 = 5.14 276 = 4.04 6
1x10° 4.81 = 8.56 14.08 = 3.42 (]
5 x 10* 8.79 = 4.17 8247 = 728 4
1x10* 19.50 = 5.76 87.98 = 8.60 7
2 x 10! 83.44 = 9.61 54.01 = 7.99 6
5 x 10* 52.61 = 5.56 62.72 = 8.07 6
1.01 7181 = 8.25 75.27 = 6.83 6
2 80.36 = 6.86 79.00 = 1.14 4

* Nimero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media + DS.

9  u FASICA
O TONICA
72 }
5
g 54
22
ju
Z 36 }
R
18 }
- 1 3 g o FETEE T | PR e | s 2 a1l PERTER RETT
10" 10 10°* 107 10® 1075
CONC NIFEDIPINO (M)

Figura 22: Curvas dosis-respuesta del nifedipino en las
contracciones inducidas por KCL.
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Tabla 17: Inhibicién por diltiazem de las contracciones inducidas

por despolarizacién con KCl en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA

INHIBICION DE LA

CONCENTRACION (pM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*
0.30 17.21 = 4.07 19.28 = 7.81 7
1.00 84.71 = 6.61 4152 = 10.04 7
5.00 56.20 = 4.62 55.10 = 6.42 8
10.00 70.57 = 4.84 76.80 = 6.50 4
20.00 76.78 = 9.65 81.65 + 9.70 4
80.00 78.16 = 1.70 81.73 + 6.25 4
100.00 88.71 = 5.72 83.33 = 4.48 4
* Nimero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media + DS.
100 r g FAsSICA
O TONICA E
80 — .
o
§ 60
o8]
z !
Z 40
R
20
0 ] | 1 1 |
0 6 12 18 24 30
CONC DILTIAZEM (uM)

Figura 23: Curvas dosis-respuesta del diltiazem en las
contracciones inducidas por KCl.
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Tabla 18: Valores de CI,, obtenidos para cada compuesto en las
contracciones inducidas por KCL en conducto deferente de rata.

FASE FASICA FASE TONICA
COMPUESTO n* CL, M) CL, @M
Ro 5-4864 v 1146 = 1.51 70.77 = 11.44
Diazepam 5 18.65 = 2.27 58.86 + 10.06
Clonazepam 7 64.21 = 10.33 236.99 + 32.72
PK 11195 7~ 9.81 = 1.33 61.36 + 3.74
Nifedipino 8 0.05 = 0.01 0.02 = 0.005
Diltiazem 7 3.76 = 0.87 284 = 0.74

* Niimero de observaciones

El valor de la CI,, se expresa como la media + DS.

Se puede observar que el patrén de respuesta de los antagonistas
del calcio es diferente al de las benzodiacepinas y del PK 11195, ya que
presentan mayor selectividad por la fase ténica que por la fase fdsica de
la respuesta contréctil. En el caso de diltiazem ambas fases se redujeron
progresivamente al incrementarse la dosis hasta que prédcticamente
llegaron a anularse. Sin embargo, el nifedipino presenté una selectividad
por la fase ténica a bajas dosis, mientras que a altas dosis la inhibicién
dosis-dependiente nunca llegé a ser completa, quedando un 20% insensible
de ambas fases de la respuesta. Estos resultados confirman los obtenidos
por Hay y Wadsworth (1982).

También se ensay6 el baclofeno (100 pM) y el muscimol (79 pM),
fairmacos agonistas especificos del sistema gabaérgico, con el fin de poner
de manifiesto si las acciones de las benzodiacepinas sobre la respuesta
contréctil inducida por KCI (160 mM) estd mediada por receptores
benzodiacepfnicos relacionados con el receptor gabaérgico.
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Ejemplo de la inhibicién de las contracciones inducidas por

despolarizacién con potasio en conducto deferente de rata en presencia de:

a) Ro 5-4864 (8.6 pM). .
b) Diazepam (19.1 pM).
¢) Clonazepam (71.2 pM).
d) PK 11195 (7.8 pM).
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Ejemplo de la inhibicién de las contracciones inducidas por
despolarizacién con potasio en conducto deferente de rata en presencia de:
a) Nifedipina (0.02 pM).
b) Diltiazem (1 pM).
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Los resultados obtenidos muestran que ni el baclofeno, ni el
muscimol inhibieron las contracciones inducidas por KCl, y por tanto,
podemos corroborar que este tipo de receptores no median la inhibicién de
la respuesta contrdctil inducida por KCI.

Tanto en el caso del Ro 5-4864, del diazepam asi como del
clonazepam, el antagonismo observado fue de tipo no competitivo, ya que
el desplazamiento de la curva dosis-respuesta fue de forma no paralela y
se redujo el efecto méximo.

4.2.-Influencia de la concentracién de calcio en la
solucion fisiolégica nutritiva en las contracciones inducidas
por KCL

Al igual que en caso de las contracciones inducidas por
noradrenalina exégena se valoré la reversién del efecto antagonista de

estos compuestos y del PK 11195 cuando variaba la concentracién de calcio
del medio.

Cuando se duplicé la concentracién de calcio de la solucién Krebs-
Henseleit (concentracién final 3.8 mM), no se observé reversién alguna del
efecto inhibidor de las benzodiacepinas ni del PK 11195. Tampoco se
observé ninguna modificacién del efecto antagonista cuando la
concentracién de calcio aument6 hasta 5.7 mM (Tabla 19).

Cabe suponer pues, que la accién inhibidora de las benzodiacepinas
y PK 11195 en las contracciones inducidas por KCl en conducto deferente
no es debido a una inhibicién directa de la entrada de calcio a la célula,
ya que si fuera asi, la accién inhibidora se revertiria al aumentar la
concentracién de calcio del medio.
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Tabla 19: Inhibicién (%) de las contracciones inducidas por KCI a
diferentes concentraciones de calcio por diferentes compuestos.

FASE FASICA

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO
COMPUESTO Cal9mMn Ca57mMn
Ro 5-4864 (22.8 nM) 77.90 = 9.426 74.74 = 7.946
Diazepam (52.6 pM) 72.33 = 3.885 76.71 = 3.505
Clonazepam (132 pM) 73.81 = 3.915 73.32 + 9.828
PK 11195 (31.2 pM) 70.61 x 5.816 71.13 = 10.74
FASE TONICA

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO
COMPUESTO Cal9mMn Ca 5.7mM n
Ro 5-4864 (22.8 nM) 25.89 = 9.796 26.17 = 7.066
Diazepam (52.6 pM) 34.21 + 4.545 37.84 = 1.545
Clonazepam (132 pM) 34.20 = 3.215 35.09 = 7.818
PK 11195 (31.2 uM) 30.38 + 4.716 23.72 = 6.424

Resultados expresados como media + DS, siendo "n" el nimero de

observaciones.

5.- Protocolo experimental de las contracciones
inducidas eléctricamente.

La estimulacién de forma repetida del conducto deferente de rata
mediante trenes de pulsos eléctricos da lugar a una respuesta contréctil
tetdnica en la que pueden diferenciarse dos componentes.

En primer lugar, se produce una contraccién inmediata y répida
del tejido (primer componente), a la que sigue una contraccién lenta y
sostenida (segundo componente). En 1971, Sweddin propuso que la
liberacién de noradrenalina por las terminaciones nerviosas es la
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responsable de los dos componentes de la contraccién, atribuyéndose la
diferencia en la respuesta, a la localizacién de los receptores postsindpticos.

Ambache y Zar (1971), fueron los primeros en sugerir que la
noradrenalina no es el iinico neurotransmisor en este tejido, idea que
confirmaron Euler y Hedqvist (1975). En 1980, Hirst y Neil, sugirieron que
la respuesta no adrenérgica puede ser debida a la accibn de la
noradrenalina sobre wuna clase de adrenoreceptores,
gamma-adrenoreceptores, que no son bloqueados por los antagonistas
o-adrenérgicos cldsicos. Mds recientemente, Gillespie y Macrae (1983)
sugirieron que la noradrenalina es la responsable del primer componente
de la respuesta, mientras que el segundo componente se debe a un
segundo neurotransmisor (Mottram, 1988). Los trabajos de Meldrum y
Bunstock (1983) y Sneddon y Westfall (1984) en conducto deferente aislado
de cobaya, parecen confirmar que es el ATP el neurotransmisor
responsable del primer componente tetdnico, mientras que la noradrenalina
lo seria del segundo.

Sin embargo, las experiencias realizadas en conducto deferente
aislado de rata (Amobi y Smith 1987a), han demostrado que no se puede
realizar una distincién tan clara sobre la naturaleza de ambos componentes
de la respuesta contrictil, ya que la importancia relativa del ATP y de la
noradrenalina como mediadores de las diferentes partes de la respuesta
tetdnica varia en las distintas especies animales.

La estimulacién eléctrica del conducto deferente aislado de rata
mediante pulsos tnicos da lugar a una respuesta contrdctil en la que
pueden distinguirse una fase rdpida, sensible a nifedipino, y una fase
lenta, sensible a verapamilo (Amobi y Smith, 1986).

En cambio, la estimulacién eléctrica mediante trenes de pulsos a
una frecuencia de 1-5 Hz, muestra un primer pico después del cual se
observa una marcada depresién, y por iltimo una recuperacién de la
respuesta. Se sugiri6 la existencia de una compleja participacién e
interaccién de receptores y neurotransmisores tanto de naturaleza



103

adrenérgica, como de naturaleza no-adrenérgica en ambos componentes de
la respuesta tetdnica, pero presentando cada una origenes distintos (Amobi
y Smith 1987b).

En el primer componente, la participacién no-adrenérgica es debida
a la suma de la fase rdpida de los primeros pulsos, lo cual da lugar al
primer pico observado. La participacién adrenérgica se debe a la accién
directa de la noradrenalina liberada sobre los adrenoreceptores o, La
contribucién de este receptor en la respuesta del primer componente se
estimé en un 40 % (Amobi y Smith 1987b).

La depresién entre ambos componentes puede deberse a la
depresién de la fase lenta en los sucesivos pulsos, y a la inhibicién
presindptica por la cesién de noradrenalina durante los primeros pulsos.

El segundo componente, que es el mayoritario en la respuesta
contrédctil de la parte epididimal del conducto deferente aislado de rata,
requiere para su desarrollo tanto de receptores purinérgicos postsinédpticos
P,, como de adrenoreceptores a,. La activacién de los adrenoreceptores «,,
provoca una potenciacibn de la fase rdpida no adrenérgica de las
respuestas. Esta interaccién no-adrenérgica, puede ser el resultado de la
modulacién del influjo de calcio a través de los canales de calcio sensibles
a nifedipino/verapamilo.

Estas conclusiones se han basado en una serie de observaciones:
1.- La desensibilizacién de los purinoreceptores P, con
o,B8-metilenATP, da lugar a una disminucién de la respuesta del primer

componente, y anula la respuesta del segundo componente.

2.- El bloqueo del adrenoreceptor a, con prazosin, provoca una
reduccién o anulacién de ambos componentes de la respuesta.

3.- La noradrenalina exégena potencia la fase rdpida de las
respuestas de forma similar a como ocurre en el segundo componente.
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4.-El segundo componente es sensible a nifedipino y a verapamilo,
mientras que el primer componente es relativamente resistente a estos
fdrmacos. De este modo, es probable que el primer componente requiera
de la movilizacién de calcio intracelular, mientras que el segundo dependa
del influjo de calcio a través de diferentes canales, o quizds de diferentes
estados del mismo canal (Amobi y Smith 1987b).

Recientemente, David R. Mottram (1988) citan la existencia de
distintos mecanismos de control presindptico con el fin de regular la
liberacién de neurotransmisores responsables de los dos componentes de
la respuesta contrédctil tetdnica. Mottram llegé a la conclusién de que
existen dos poblaciones de adrenoreceptores a, responsables de cada fase
de la contraccién: los adrenoreceptores o, sensibles a imidazolinas, que
presentan un papel mds importante en la liberacién de neurotransmisores
responsables del primer componente; y los adrenorecptores o, sensibles a
B-feniletilaminas, que estdn asociados a la activacin de los
adrenoreceptores a, que dan lugar al segundo componente de la respuesta.

5.1.- Efecto de las benzodiacepinas, PK 11195 y
algunos antagonistas del calcio en las contracciones
inducidas eléctricamente.

Una vez obtenidos los conductos deferente como se indica en el
apartado 1, éstos se mantuvieron en las condiciones de temperatura,
aireacién con carbégeno y solucién fisiolégica nutritiva idénticas a las
utilizadas en las experiencias de despolarizacién con KCI.

Los conductos deferentes, montados segin se ha indicado ante-
riormente, se estabilizaron durante un periodo de 45 minutos a 1 hora a
una tensién de 0.5 g.

La estimulacién intramural se llev6 a cabo mediante electrodos
conectados a un estimulador LI 12100 LETICA, produciendo trenes de
pulsos de 5 segundos de duracién a intervalos de 100 segundos. Se aplicé
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una frecuencia de 2 Hz y un voltaje supramaximal (30 voltios). La
duracién de cada pulso fue de 0.1 ms y el intervalo entre pulsos de 499

ms.

Estas condiciones de estimulacién se eligieron después de una
investigacién previa que aseguré una reproductibilidad de las contracciones
provocadas en el conducto deferente aislado de rata.

Los fdrmacos motivo del estudio fueron: Ro 5-4864, diazepam,
clonazepam, PK 11195, nifedipino y diltiazem. Cada fdrmaco se mantuvo
en contacto con el 6rgano durante un tiempo de 10 minutos, intervalo de
tiempo que comprende 6 trenes de pulsos, y se elaboraron las
correspondientes curvas dosis respuesta para cada uno de ellos.

En las experiencias en que se modificé la concentracién de calcio
de la solucién fisiolégica nutritiva, se disminuyé equimolecularmente el
contenido de NaCl a fin de no variar la composicién iénica del medio.

5.1.1.- Resultados.

Los dos componentes de la respuesta contréctil estdn constituidos
en nuestro caso por: un primer componente formado por los tres primeros
pulsos del tren, y un segundo componente constituido por los ocho pulsos
restantes de dicho tren.

Los resultados se han expresado como % de inhibicién que
provocan los firmacos motivo del estudio en el tltimo pulso del tren
correspondiente a los tres minutos (2° tren) y a los diez minutos (6° tren)
de contacto con los 6rganos.

Las benzodiacepinas, Ro 5-4864, diazepam y clonazepam provocaron
una inhibicién dosis-dependiente del segundo componente de la respuesta
contrictil tetdnica inducida por estimulacién eléctrica en los conductos
deferentes aislados de rata. El efecto inhibidor fue anulado después del
lavado con la solucién nutritiva fisiolégica de Krebs-Henseleit.
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En primer lugar se ensayaron las concentraciones de Ro 5-4864
comprendidas entre 6.27 y 46.9 pM (Tabla 20; Fig. 26). Las CI;, obtenidas
a los tres minutos y a los diez minutos de contacto fueron de: 39.12 y
26.58 pM respectivamente (Tabla 26; Fig 32 y 33).

En el caso de diazepam, las concentraciones estudiadas se incluyen
en el rango que va desde 2.92 a 175 pM (Tabla 21; Fig 27). Las CIj,
obtenidas han sido de: 87.11 pM a los tres minutos de contacto y de 46.87
pM a los diez minutos de contacto (Tabla 26; Fig 32 y 33).

La iltima benzodiacepina estudiada, el clonazepam, en el rango
de concentraciones comprendidas entre 40 y 180 uM (Tabla 22; Fig 28),
presenté una CI, a los tres minutos de contacto de 29.41 pM y a los diez
minutos de contacto de 92.21 pM (Tabla 26; Fig 32 y 33).

De estos resultados se desprende que la potencia relativa entre las
benzodiacepinas estudiadas fue: Ro 5-4864 > diazepam > clonazepam, tanto
a los tres como a los diez minutos de contacto. Dicho orden de potencia
relativa coincide con el que se obtuvo en la contraccién rdpida en las
experiencias de despolarizacién con KCl, y con el orden de afinidad
nanomolar que presentan en su unién al receptor benzodiacepinico
periférico (Le Fur y col.,, 1983c; Anholt y col., 1986).

—

Tabla 20: Inhibicién por Ro 5-4864 de las contracciones inducidas
por estimulacién eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DEL 2° INHIBICION DEL 6*°
CONCENTRACION (M) TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*
6.27 13.78 = 1.48 21.60 = 2.06 4
15.60 28.36 = 3.15 33.84 £ 2.35 5
31.30 39.50 x 3.14 47.74 = 2.05 4
46.90 59.57 = 6.17 72.13 = 5.12 8

* Nimero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media = DS.
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Figura 26: Curvas dosis-respuesta del Ro 5-4864 en las
contracciones inducidas eléctricamente.

Tabla 21: Inhibicién por diazepam de las contracciones inducidas
por estimulacién eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DEL 2* INHIBICION DEL 6*
CONCENTRACION (pM) TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*
292 13.08 = 2.59 18.38 = 3.93 6
29.20 24.58 = 3.71 30.01 = 5.72 6
87.70 47.04 = 6.44 64.55 = 2.45 6
175.00 68.71 = 7.19 88.03 = 4.34 5

* Nimero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media = DS.
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Tabla 22: Inhibicién por clonazepam de las contracciones
inducidas por estimulacién eléctrica en conducto deferente de

rata.

CONCENTRACION (uM)
44.48
4750
95.00
152.00
177.00

INHIBICION DEL 2°

TREN DE PULSOS (%)
7.10 £ 2.21

21.43 x 1.63

43.17 = 4.04

57.81 = 2.70

7195 = 7.31

INHIBICION DEL é°

TREN DE PULSOS (%) n*

14.95 = 246
28.57 = 2.65
50.87 = 4.34
69.18 = 3.56
81.06 = 2.48

* Numero de observaciones.

La inhibicién se expresa como media + DS.

4

s B O
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Figura 28: Curvas dosis-respuesta del clonazepam en las
contracciones inducidas eléctricamente.

Paralelamente, se ensay6 el PK 11195. Al igual que en todas las
experieni:ias anteriores, este compuesto no s6lo no antagonizé la accién de
las benzodiacepinas, sino que él mismo inhibié de forma dosis-dependiente
la respuesta contréctil inducida por la estimulacién eléctrica. Su patrén de
respuesta fue similar al de las benzodiacepinas.

Las concentraciones ensayadas en este caso fueron entre 30 y 70
pM (Tabla 23; Fig. 29). Las CI,, obtenidas a los tres y a los diez minutos
de contacto fueron de: 60.56 y de 44.10 pM respectivamente (Tabla 26;
Fig. 32 y 33).
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Tabla 23: Inhibicién por PK 11195 de las contracciones inducidas
por estimulacién eléctrica en conducto deferente de rata.

CONCENTRACION (pM)

34.00
87.80
56.70
62.40
73.70

INHIBICION DEL 2*  INHIBICION DEL 6*
TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*

19.87 = 5.41 2044 = 5.61 4
81.08 = 6.31 ,8401 = 7.14 3
4844 = 785 61.13 = 6.18 b
56.86 = 7.70 6747 = 6.63 9
61.60 = 6.16 85.36 = 4.25 7

* Niumero de observaciones.

La inhibicién se expresa como media = DS.

% INHIBICION
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Figura 29: Curvas dosis-respuesta del PK 11195 en las
contracciones inducidas eléctricamente.
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Los antagonistas del calcio, nifedipino y diltiazem, se mostraron los
inhibidores m4s potentes de la respuesta contréctil.

En el caso de nifedipino se ensayaron concentraciones comprendidas
entre 1 y 96 nM (Tabla 24; Fig. 31), obteniéndose una CIy a los tres minutos
de 0.07 pM y a los diez minutos de 0.03 pM (Tabla 26; Fig 32 y 33).

Las concentraciones estudiadas para diltiazem estaban comprendidas
entre 4 y 50 uM (Tabla 25; fig. 32), obteniéndose unas Clg, a los tres y a los
diez minutos de 18.77 y de 13.08 uM (Tabla 26; Fig 32 y 33).

Los diagramas de barras (Fig. 32 y 33) muestran los valores de las
CI, para cada formaco estudiado a nivel del tltimo pulso del segundo y sexto
tren.

El andlisis estadistico, t-Student para datos apareados, de los
resultados obtenidos con cada fdrmaco a los tres y a los diez minutos de
contacto indicé en todos los casos, y siempre con una significacién menor
p<0.005, que al aumentar el tiempo de contacto la inhibicién era mayor, con
la excepcién del PK 11195 y del diltiazem, que a bajas concentraciones, no
se apreciaron diferencias significativas entre los dos trenes de pulsos.
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Tabla 24: Inhibicién por nifedipino de las contracciones inducidas
por estimulacién eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DEL 2* INHIBICION DEL 6*
CONCENTRACION (nM) TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*
10.00 1142 = 0.88 17.93 = 1.09 4
28.00 14.63 = 2.51 23.45 = 2.09 B
60.00 38.33 = 3.63 55.62 = 3.83 4
80.00 58.03 = 3.16 7499 = 1.83 4
96.00 59.85 = 1.97 80.00 = 2.22 7

* Numero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media = DS.
90 r
O Segundo tren de pulsos
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T L
Z 40
2 30 |
20 |
10
0 | 1 i | 1 ]
0 20 40 60 80 100
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Figura 30: Curvas dosis-respuesta del nifedipino en las contracciones
inducidas eléctricamente.
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Tabla 25: Inhibicién por diltiazem de las contracciones inducidas
por estimulacién eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DEL 2¢  INHIBICION DEL 6*
CONCENTRACION (uM) TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*

4.00 1454 = 7.14 15.79 = 4.58 6
8.00 16.77 = 3.12 29.39 £ 2.07 8
10.00 4548 = 3.71 54.36 = 4.96 4
20.00 57.65 = 4.54 69.60 = 2.51 5
50.00 68.84 = 5.97 81.61 = 8.63 7

* Nimero de observaciones.
La inhibicién se expresa como media = DS.
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® Sexto tren de pulsos
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CONC. DILTIAZEM (uM)

Figura 31: Curvas dosis-respuesta del diltiazem en las
contracciones inducidas eléctricamente.



114

Tabla 26: Valores de CI;, obtenidos para cada compuesto en las
contracciones inducidas por estimulacién eléctrica en conducto
deferente de rata.

112 pulso del 2° tren 11° pulso del 6° tren

COMPUESTO n* CL, (@M) CIL, M

Ro 5-4864 4 39.12 + 3.78 26.58 = 3.90
Diazepam 4 87.11 = 13.97 46.87 = 12.62
Clonazepam 5 129.41 + 31.02 92.21 + 22.36
PK 11195 5 60.56 = 13.62 4410 = 14.62
Nifedipino 5 0.07 = 0.01 0.03 = 0.01
Diltiazem 5 18.77 = 3.75 13.08 = 2.49

* Numero de observaciones
Los valores de CI;, y pD,” se expresan como la medid + DS.

También se estudiaron las caracteristicas del primer componente
de la respuesta en cada uno de los casos. De este estudio se desprende que
las benzodiacepinas y el PK 11195 presentaron un patrén de respuesta
muy similar al de nifedipino, y no como podria suponerse en un principio,
al del diltiazem dada la semejanza estructural entre las benzodiacepinas
y las benzotiacepinas.

El patrén de respuesta de nifedipino se caracteriza por mantener
o disminuir, pero de forma no significativa, el primer y tercer pulso de la
respuesta contréctil. En cambio, en el caso del diltiazem se observé una
potenciacién, no significativa, tanto del primer, como de tercer pulso de la
respuesta.
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CONTROL FARMACO
22 TREN 62 TREN
a)
03 8 :[ ‘F«\ JM JM“
b)

Na S

c)

M P

I

Ejemplo de la inhibicién de las contracciones inducidas

d

-

eléctricamente en conducto deferente de rata en presencia de:
a) Ro 5-4864 (31.3 pM).
b) Diazepam (87.7 pM).
¢) Clonazepam (152 pM).
d) PK 11195 (56.7 pM).
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CONTROL FARMACO
22 TREN 62 TREN

IW O

[

Ejemplo de la inhibicién de las contracciones inducidas
eléctricamente en conducto deferente de rata en presencia de:
a) Nifedipina (0.08 pM).
b) Diltiazem (10 pM).
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5.1.2.- Influencia de la concentracién de calcio del
medio en las contracciones inducidas eléctricamente.

En primer lugar, se realizaron experiencias en las cuales los
6rganos se mantuvieron en contacto con una solucién fisiolégica de
Krebs-Henseleit libre de calcio. En estas condiciones experimentales no se
obtuvo respuesta contrdctil a la estimulacién eléctrica de los conductos
deferentes aislados de rata.

En segundo lugar, se valoré la reversién del efecto antagonista
cuando se duplicé o triplicé la concentracién de calcio extracelular.

El duplicar la concentracién de calcio del medio supone una
concentracién final en la solucién de Krebs-Henseleit de 5§ mM. En estas
condiciones experimentales, el an4lisis estadistico, ANOVA y contrastes "a
posteriori" de Scheffé, demostraron que existe una reversién significativa
del efecto antagonista de los fArmacos estudiados, a excepcién del clonaze-
pam (Tablas 27 y 28; Fig. 34 y 35).

El Ro 5-4864 mostré un grado de significacién de p<0.001 a los
tres minutos y de p<0.005 a los diez minutos de contacto. En el caso del
diazepam, no se observé una diferencia significativa a los tres minutos de
contacto. En cambio, a los diez minutos el grado de significacién fue de
p<0.005. El PK 11195, presenté un grado de significacién de p<0.025 y
p<0.005 respectivamente a los tres y a los diez minutos de contacto.

En el caso de los antagonistas del calcio, el nifedipino mostré un
grado de significacién de p<0.05 a los tres minutos y de p<0.001 a los diez
minutos de contacto. El diltiazem presenté en ambos casos un grado de
significacién de p<0.001.
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Tabla 27: Inhibicién del 22 tren (112 pulso) de las contracciones
inducidas eléctricamente por diferentes compuestos.

COMPUESTO

Ro (31.3 pM)

DZ (87.70 pM)

CZ (95 pM)
PK (56.7 pM)

NIF (0.06 pM
DILT (19 pM)

Ca 2.5 mM

39.50 = 3.65
47.07 = 6.44
43.17 = 4.04
4847 = 7.85
38.33 = 3.63
4548 = 3.71

CONC. DE CALCIO DEL MEDIO

O - N R (=

Ca 5 mM
21.34 = 5.3%**
4393 = 2.78
4166 = 5.94
33.27 + 8.85**
28.10 = 5.60*
20.81 x 8.06**

Resultados expresados como media = DS.

n

8
6
6
9
6
6

ANOVA vy test de Scheffé: *p<0.05; **p<0.025; ***p<0.001 vs Ca 2.5 mM.

Tabla 28: Inhibicién del 6° tren (112 pulso) de las contracciones
inducidas eléctricamente por diferentes compuestos.

COMPUESTO

Ro (31.3 pM)

DZ (87.70 pM)

CZ (95 pM)

PK (56.7 uM)
NIF (0.06 pM)
DILT (19 pM)

CONC. DE CALCIO DEL MEDIO

Ca 2.5 mM

47.74 = 2.05
64.55 + 2.45
50.87 + 4.34
61.13 + 6.18
55.62 + 3.83
54.36 + 4.96

B B O O |8

Ca 5 mM
29.98 = 6.09*
54.49 = 3.31*
44.58 = 2.79
36.15 = 10.2*
38.82 + 5.87**
28.05 = 7.03**

Resultados expresados como media + DS.

ANOVA y test de Scheffé: *p<0.005; **p<0.001 vs Ca 2.5 mM.

(=T~ > T = B« > BV L B e - T [
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Cuando se triplicé la concentracién de calcio del medio, la
concentracién final fue de 7.5 mM. En estas condiciones experimentales,
se compararon los efectos respecto de los obtenidos con Krebs normal y
Krebs doble en calcio. En todos los casos se obtuvieron diferencias signi-
ficativas con los resultados obtenidos con una concentracién normal de
calcio. Por el contrario, respecto a los resultados obtenidos con una
concentracién doble de calcio tinicamente algunos fdrmacos mostraron
diferencias significativas: el calcio revirti6 el efecto del PK 11195 de forma
significativa, a los tres minutos de contacto (p<0.01). En el caso del
nifedipino, tanto a los tres como a los diez minutos de contacto, el efecto
es revertido con un grado de significacién de p<0.001. El diltiazem
tnicamente revierte su efecto de forma significativa a los tres minutos de
contacto, siendo el grado de significacién de p<0.001.

5.2.- Modificacién por benzodiacepinas y PK 11195 del efecto
de la adenosina en las contracciones inducidas eléctricamente.

El protocolo experimental seguido en este caso fue idéntico al
expuesto en el apartado 5.1. La adenosina se afiadié al bafio y se mantuvo
en contacto con los conductos deferentes aislados de rata durante el
minuto anterior a la estimulacién eléctrica. Después de un periodo de
recuperacién de 10 minutos, se afiadieron al bafio las concentraciones
adecuadas de cada fdrmaco. Estos permanecieron en contacto con los
érganos durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se registré la
respuesta de los conductos deferentes a la estimulacién eléctrica en
presencia de adenosina y de firmaco. De esta forma, se elaboraron las
curvas dosis-respuesta a la adenosina en ausencia o presencia de cada
farmaco.

También se realizaron experiencias en presencia de hidro-
xinitrobenciltioguanosina (HNBTG), inhibidora irreversible de la recaptacién
de la adenosina; ésta se mantuvo en contacto con los 6rganos durante un
tiempo de 30 minutos, tiempo suficiente para que bloquee de manera
irreversiblemente dicha recaptacién (Clanachan y col., 1979). Después de
este perfodo, se eliminé del bafio mediante la renovacién de la solucién de
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Krebs-Henseleit de las copas del bafio de é6rganos. A continuacién, se
elaboraron las correspondientes curvas dosis-respuesta para la adenosina en
presencia o ausencia de las benzodiacepinas y PK 11195.

5.2.1.- Resultados de la estimulacién eléctrica en
presencia de adenosina.

Los resultados se han expresado como % de inhibicién que provoca
la adenosina al minuto de contacto y como % de inhibicién que provoca la
adenosina en presencia de los formacos motivo del estudio a los diez minutos
de contacto, cuantificdindose los pulsos 1% 2? y dltimo de la respuesta
contrdctil inducida por la estimulacién eléctrica en el conducto deferente
aislado de rata.

Se han ensayado las concentraciones de adenosina comprendidas
entre 12 y 95 pM (Tabla 29), y se elaboré la correspondiente curva do-
sis-respuesta (Fig. 36). La adenosina inhibe de forma dosis-dependiente la
respuesta contréctil. El efecto inhibidor revierte después del lavado con la
solucién fisiolégica de Krebs-Henseleit.

Tabla 29: Inhibicién de las contracciones inducidas eléctricamente
por la adenosina.

CONC. M) 1° PULSO 2¢ PULSO 11¢ PULSO n
11.80 28.17 + 6.26 2743 = 7.05 19.48 + 5.96 5
17.80 38.92 = 9.54 31.89 = 3.68 30.79 = 5.86 5
47.40 55.69 = 4.97 51.08 = 2.98 43.05 = 4.25 5
94.80 62.98 = 9.21 64.29 + 5.60 62.83 = 9.97 5

* Numero de observaciones.

Los resultados se expresan como media + DS.
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Las CI;, (M) obtenidas para el pulso 1%, 2° y dltimo de la respuesta
a la estimulacién eléctrica en presencia de adenosina fueron respectivamente:
3841, 43.39 y 53.57 (Tabla 33). Estos datos confirman los obtenidos por
Clanachan y Paton (1977) y Clanachan y col. (1977). Esta inhibicién es
atribuida a un descenso en la liberacién de transmisores simpé4ticos
(Clanachan, 1979).

La accién inhibidora de la adenosina es mds sensible a nivel del
segundo componente de la respuesta contrdctil que a nivel del primer
componente.

Posteriormente, se elaboraron las curvas dosis-respuesta de la
adenosina en presencia de los fidrmacos motivo de estudio: Ro 5-4864 (3.13
pM) (Tabla 30); diazepam (1.09 pM) (Tabla 31) y clonazepam (4.5 pM) (Tabla
32). Estas concentraciones no afectaron de forma significativa la tensién de
reposo del conducto deferente aislado de rata ni modificaron la respuesta de
éste a la estimulacién eléctrica. Las CI;, obtenidas para la adenosina en
presencia de estos fidrmacos se expresan en la Tabla 33. La figura 37
muestra las CI;, obtenidas para la adenosina en cada caso, a nivel del
primer, segundo y dltimo pulso de la respuesta.

El andlisis estadistico de los resultados, ANOVA, muestra que el Ro
5-4864 (3.13 pM) y el diazepam (1.09 pM) potenciaron significativamente la
accién inhibidora de la adenosina. Esta potenciacién se produce a nivel del
primer y iltimo pulso de la respuesta (Fig. 37). En ambos casos el segundo
pulso no se alteré de forma significativa. La tercera benzodiacepina estudiada,
el clonazepam (4.5 pM), no potenci6é la respuesta de la adenosina.
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Tabla 30: Inhibicién por adenosina de las contracciones inducidas
eléctricamente en presencia de Ro 5-4864 (3.13 pM).

CONC.uM)
11.80

17.80
47.40
94.80

1¢ PULSO
42.84 = 8.24
4441 = 7.65
61.64 + 7.64
77.44 £ 6.67

2° PULSO

33.10 = 6.79
39.36 = 5.20
59.01 = 3.06
75.71 = 6.36

11° PULSO
28.12 = 5.74
3797 = 4.14
53.94 = 4.78
71.83 = 8.01

* Nimero de observaciones.

Los resultados se expresan como media + DS.

Tabla 31: Inhibicién por adenosina de las contracciones inducidas
eléctricamente en presencia de diazepam (1.09 pM).

CONC. uM)
11.80

17.80
47.40
94.80

12 PULSO
3591 % 4.15
4799 = 11.14
73.89 = 6.74
83.33 = 10.21

2° PULSO

32.51 = 8.35
41.72 + 5.89
68.78 = 6.06
69.74 + 841

11° PULSO

29.80 = 3.71
3740 = 10.13
56.17 = 4.54
69.14 + 4.56

* Nimero de observaciones.
Los resultados se expresan como media + DS.
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Tabla 32: Inhbicién por adenosina de las contracciones inducidas
eléctricamente en presencia de clonazepam (4.50 pM).

CONC. (uM) 12 PULSO

11.80 38.61 = 11.8
17.80 29.16 + 5.89
47.40 55.64 = 7.93
94.80 79.17 = 5.89

2° PULSO

23.96 = 2.70
30.29 = 4.29
45.17 £ 4.95
65.79 = 8.71

112 PULSO
23.46 = 8.89
31.88 = 2.05
46.82 = 9.30
62.45 = 12.68

* Nimero de observaciones.

Los resultados se expresan como media + DS.

—

.a-muhmlb

Tabla 33: Potenciacién por benzodiacepinas del efecto inhibidor de

la adenosina, en las contracciones inducidas eléctricamente.

Cly, (nM)

(12 PULSO)
ADENOSINA 38.41 + 4.26
ADE + Ro 2241 + 3.28*
ADE + DZ 19.18 + 0.93*
ADE + CZ 29.65 x 6.36

Cly, (uUM)

(22 PULSO)
43.39 + 2.26
28.55 + 2.01
26.00 + 3.42
4799 + 4.58

CI, (pM)

(112 PULSO)
53.57 + 5.56
34.27 + 2.89*
33.86 + 3.17*
4801 = 5.12

n.- Nimero de observaciones.

Los resultados se expresan como Clg, = DS.

*p<0.001.

C i S =
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Control Adenosina Control Farmaco +
Farmaco

a)

S .
NN

Ejemplo de la potenciacién del efecto inhibidor de la
adenosina en las contracciones inducidas eléctricamente en conducto
deferente de rata.

a.- Ro 5-4864 (3.13 pM) potencia la accién de la adenosina
a nivel del primer y ltimo pulsos del tren.

b.- Diazepam (1.09 uM) potencia la accién de la adenosina
a nivel del primer y dltimo pulsos del tren.
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El PK 11195 (10- 100 pM) no potencié la accién inhibidora de la
adenosina, ni afecta a la accién potenciadora de la adenosina por el Ro
5-4864. Se observé que cuando los érganos han estado previamente en
contacto con la adenosina, la inhibicién de la respuesta provocada por el
PK 11195 se reduce o anula.

La 2-cloroadenosina (8.28 pM) inhibié la respuesta contrictil
inducida por la estimulacién eléctrica. Esta purina es mds potente que la
adenosina debido a que no es sustrato de la recaptacién. La inhibicién
observada para la 2-cloradenosina no se potencié, ni revirti6 por el Ro
5-4864 ni por el diazepam.

El pretratamiento del conducto deferente aislado de rata con
HNBTG (10 pM) durante 30 minutos, potencié significativamente los
efectos de la adenosina. Las CI;, obtenidas para el primer, el segundo y
el dltimo pulso de la respuesta a la adenosina fueron respectivamente de:
6.75 , 11.23 y 24.53 pM (Fig. 38). Estos resultados confirman los
obtenidos por Clanachan y Marshall (1980).

Inhibida la recaptacién de la adenosina por la HNBTG, el efecto
antagonista de la adenosina no fue potenciado ni por el Ro 5-4864, ni por
el diazepam.
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6.-Estudio de la movilizaciéon de calcio.

Una vez obtenidos los conductos deferentes, éstos se transfirieron a
una placa de Petri que contenfa una solucién Krebs de composicién (en mM):
NaCl, 130.77; KCl, 5.9; CaCl, 0.5; MgCl, 1.19; MOPS (4cido 3-(N-
morfolinopropano- sulfénico)), 10; glucosa, 11; a pH 7.4 y aireada con oxigeno
puro. En estas condiciones se procedié a separar los vasos y tejido conectivo
adheridos al 6rgano, antes de iniciar cada experiencia.

6.1.- Entrada de *“Ca*.

6.1.1.-Entrada de calcio inducida por despolarizacién con
KCL

La contraccién del misculo liso precisa un incremento de la
concentracién del i6n calcio a nivel del citosol celular. Para ello, el calcio
puede ser movilizado a partir de zonas de reserva intracelulares, o bien
puede incorporase a la célula desde el medio extracelular. El origen, pues, de
este incremento de calcio intracelular depende del tipo de estimulacién a que
se someta la célula (Khoyi y col., 1987). Asi, en nuestro caso, podemos
producir una contraccién de la musculatura lisa del conducto deferente,
incrementando notablemente la concentracién del i6n potasio del medio. El
ibn potasio entra masivamente y de forma pasiva al interior celular,
aportando cargas positivas y, por tanto, produciendo una despolarizacién. Esta
despolarizacién es suficiente para abrir los canales de calcio
voltaje-dependientes, observdndose de este modo, un aumento de la entrada
de calcio del medio a la célula.

Los tejidos se mantuvieron durante un periodo de estabilizacién de
75 min a 37 °C. Una vez transcurrido este periodo uno de los conductos
deferentes de cada animal se mantuvo en contacto con los compuestos a
ensayar durante 15 min, mientras que el otro permanecia como tejido control.
Pasado este tiempo de contacto con los formacos, ambos conductos deferentes
se sumergieron, durante 4 min, en una solucién de alto contenido en potasio
cuya composicién era (en mM): NaCl, 74.45; KCl, 120; CaCl,, 0.5; MgCl,, 1.19;
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MOPS, 10; glucosa, 11 y aproximadamente 1 pCi de *Ca*? (actividad
especifica 16 pCi/mg. New England Nuclear). Una vez transcurrido el tiempo
de despolarizacién, se procedi6 a realizar una serie sucesiva de lavados a
distintos tiempos (5, 10, 15 y 30 minutos) con una solucién libre de calcio y
que contenfa LaCl, (10 mM), pH 7.4, a fin de eliminar el calcio radiactivo
que permanecia en el espacio extracelular.

Posteriormente se secaron los conductos deferentes entre dos hojas de
papel de filtro, se trocearon (fragmentos de 1-2 mm) y se determiné su peso
una vez introducidos en viales de centelleo. A cada vial se afiadié 3 ml de
una solucién de EDTA 5 mM. Después de 15-18 horas de contacto con esta
solucién, se afiadié a cada vial 10 ml de cocktail de centelleo (Cocktail F-1,
Normascint Co-136, Scharlau) y se procedi6 a la lectura de la radiactividad
remanente en cada conducto deferente en un contador de centelleo (Beckman
LS-1800).

6.1.2.-Entrada de calcio inducida por AlF,.

En este caso el protocolo experimental seguido es idéntico al
anteriormente expuesto en el apartado 6.1.1., pero la estimulacién se produjo
manteniendo los conductos deferentes durante un periodo de 30 min en una
solucién de Krebs normal (ver 6.1.) que contenia °Ca*? (1 pCi) y NaF 10 mM/
AICl; 100 pM.

6.2.-Salida de *“Ca*.
6.2.1.-Salida de “Ca*® en condiciones normales.

Para determinar la salida de calcio de las células en condiciones
basales, se realiz6 en primer lugar una incubacién de los conductos deferentes
durante 2 h en una solucién de Krebs normal (ver 6.1.) que contenfa 4
pCi/ml de **Ca*®. Transcurrido este perfodo, y después de un breve lavado (5
min) de los tejidos con una solucién de Krebs normal que contenfa EGTA 2
mM, se transfirieron los 6rganos cada 5 min a una serie de tubos sucesivos
que contenfan 2 ml de Krebs normal con EGTA 2 mM, durante 90 min. Este
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periodo de lavado es suficiente para la determinacién de la salida basal de
calcio. El Ro 5-4864 (62.6 pM) y el PK (110 pM) se afiadieron a los 8 dltimos
tubos de uno de los conductos deferentes de cada par. Se determiné la
radiactividad de cada uno de los tubos de lavado afiadiendo a cada uno de
ellos 10 ml de cocktail de centelleo, mientras que la remanente en el tejido
se determiné mediante el mismo procedimiento expuesto en el apartado 6.1.1..
Los datos obtenidos se han representado como curvas de desaturacién que
ilustran la disminucién de “Ca** contenido en tejido con el tiempo.

6.2.2.-Salida de calcio inducida por noradrenalina.

La salida de calcio estimulada por noradrenalina es un reflejo de la
liberacién de calcio de los almacenes intracelulares (Deth y Van Breemen,
1977). La liberacién de calcio inducida por noradrenalina se determiné
siguiendo el procedimiento de Godfraind (1976). Los conductos deferentes se
incubaron durante 2 h en una solucién de Krebs normal que contenia *Ca
(2 pCi/ml). Transcurrido este periodo se lavaron los tejidos durante 5 min en
una solucién sin calcio y que contenia EGTA 0.2 mM. Seguidamente se
transfirieron durante 2 min a 4 ml de Krebs libre de calcio, con EGTA 0.2
mM y noradrenalina (25 pM), en presencia o ausencia de Ro 5.4864 (62.6
pM) o PK 11195 (110 pM). Posteriormente los tejidos se introdujeron en una
solucién de lavado con LiCl, (10 mM) durante 5 min y se determiné la
radiactividad remanente en el tejido como se indica en el apartado 6.1.1.

6.3.-Resultados.

Los resultados obtenidos en la determinacién de la movilizacién de
calcio se expresaron como pmoles de calcio por Kg de tejido (Tularpaty y
Altura, 1978; Schramm y col.,1985; Lodge y col., 1985) utilizando la siguiente
ecuacién:
cpm (tejido) :__cpm/litro de medio
pmol calcio/litro de medio

pmoles “Ca**/Kg tejido=
peso de tejido (Kg)



140

6.3.1.-Entrada de “Ca*.

En trabajos anteriores ya se habia sugerido la relacién entre canales
de calcio y benzodiacepinas. Varios de estos estudios indican que las
benzodiacepinas, a concentraciones micromolares, inhiben las contracciones
inducidas por la captacién de calcio en sinaptosomas (Ferrendelli y col., 1982;
Taft y De Lorenzo, 1984).

Este efecto, similar a la accién de los antagonistas del calcio, se
evidencié tanto para las benzodiacepinas de accién central como las de accién
periférica.

También se ha citado la posible interaccién entre receptores
benzodiacepinicos periféricos y los canales de calcio voltaje-dependientes
(Mestre y col., 1984b).

6.3.1.1.-Influencia de los factores experimentales en la
captacion de calcio.

En el presente trabajo se llevé a cabo, en primer lugar, un estudio
de las condiciones experimentales idéneas, calculando la influencia de diversos
pardmetros en la incorporacién de “*Ca*’. En las Tablas 34, 35 y 36 se
resumen los resultados de las experiencias en las que se ensayé la
modificacién de la captacién de “°Ca*? segiin el tiempo de despolarizacién, la
concentracién de calcio de medio y la concentracién de potasio de la solucién
nutritiva.

En primer lugar se procedi6é a establecer el tiempo adecuado de
contacto con el radiois6topo y con la solucién despolarizante. Para ello se
establecieron como constantes la concentracién de calcio extracelular (2.5
mM), una concentracién de KCl de 80 mM, mientras que los lavados se
realizaron con una solucién libre de calcio que contenia 2 mM de EGTA. Se
ensayaron dos protocolos experimentales, en el primero se sometfa al tejido
a un tiempo de contacto (5 min) con el isétopo antes de provocar la
despolarizacién; por el contrario en el segundo se suprimié este tiempo de
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Tabla 34: Influencia del tiempo de despolarizacién en la captacién
de “Ca** estimulado por KCl en conducto deferente de rata.

1.- Sin tiempo previo de estabilizacién.

TIEMPO (min) COND. BASALES n DESPOLARIZ. n
pmoles Ca/Kg tej. pmoles Ca/Kg tej.

8 128.04 + 11.78 4 156.34 + 4392 4

4 60.09 + 1780 4 121.87 = 15.18*%* 4

2 30.69 + 4.99 4 40.75 = 245 4

2.- Con 5 minutos previos de estabilizaciéon.

TIEMPO (min COND. BASALES n DESPOLARIZ. n
pmoles Ca/Kg tej. pmoles Ca/Kg tej.

10 164.38 + 1790 4 179.70 + 8.96 4

8 163.31 + 26.81 4 188.78 = 1947 4

5 105.27 + 9.20 4 132.08 + 891* 4

4 127.27 £ 19.25 4 179.70 + 8.96 4

t de Student para datos apareados: *p< 0.05.
Condiciones experimentales : [Ca*’] = 2.5 mM.

[K*] = 80 mM.

Lavados con EGTA.
pmoles de calcio / Kg de tejido expresados como x + DS.
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estabilizacién con el **Ca*?. En ambos casos se valoré el calcio incorporado a
diferentes tiempos. Los resultados obtenidos muestran que la incorporacién
de calcio al tejido depende del tiempo tanto en condiciones basales como de
estimulacién (Fig. 39 y 40).

El tiempo de estabilizacién del tejido con el radioisétopo no mejora la
posterior incorporacién de éste cuando se induce la despolarizacién con KCl
(Tabla 34).

200 T
(o]
2 160 -
=
o T
~ 120 -
o™
+
©
O
=5 80 "
v
2
e 40 -
=L

0
8min 4min 2min 8min 4min 2min
Control Estimulado

Figura 39: Influencia del tiempo de despolarizacién en la
incorporacién de *°Ca*?. Sin periodo previo de estabilizacién.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se establecié que el tiempo de
contacto con la solucién de KCl fuera de 4 minutos, ya que el grado de
significacién entre las condiciones basales y de despolarizacién era mé4s
elevado; al mismo tiempo se eliminé el periodo previo de estabilizacién ya que
no mejoraba significativamente la incorporacién.

Asimismo, fue a este tiempo de contacto donde los valores obtenidos
resultaron ser mds homogéneos, permitiendo una mayor reproductibilidad de
las experiencias.

Uno de los factores que influyen decisivamente en la captacién de
Ca*? es la concentracién de calcio en el medio (Weir y Weston, 1988; Khoyi
y col.,1987; Hay y Wandsworth, 1984). Teniendo en cuenta la importancia de
este pardmetro, se procedié a comparar la incorporacién de **Ca*?* a diversas
concentraciones de calcio en la solucién nutritiva (Tabla 35; Fig. 41).

Tabla 35: Influencia de la concentracién de calcio del medio
en la entrada de “Ca*.

CONC. CALCIO _COND. BASALES n  DESPOLARIZ n

(mM) pmol Calcio/Kg tej. pmol Calcio/Kg tej.
2.5 53.26 + 12.78 4 121.89 = 15.18** 4
0.5 59.73 = 7.81 4 110.01 + 10.16* 4

t de Student para datos apareados: *p< 0.02; **p< 0.001 vs cond. basales.
Condiciones experimentales: [K'] = 80 mM.
Tiempo de despolarizacién, 4 min.
Lavado con EGTA.
pmoles de calcio / Kg de tejido expresados como x = DS.
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150 -
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Figura 41: Influencia de la concentracién de calcio del medio

en la captacién de *Ca*.

Por ultimo, se ensayaron diferentes concentraciones de KCl para
inducir la despolarizacién manteniendo fijas el tiempo de despolarizacién (4
min) y la concentracién de calcio del medio (0.5 mM). Los resultados se

muestran en la figura 42.

Una vez fijadas las condiciones experimentales de estimulacién, fue
necesario valorar la influencia del tipo de lavado. Aunque Weir y Weston
(1988) indican que el lavado con EGTA o con LaCl; no influye de manera
decisiva en los resultados, en este caso la variacién de éstos fue evidente,

como se muestra en la Figura 43.
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Tabla 36: Influencia de la concentracién de KCl en la solucién
despolarizante en la captacién de “Ca*.

CONC. DE POTASIO COND. BASALESn  DESPOLARIZ. n

(mM) pmol Calcio/Kg tej. pmol Calcio/Kg tej.
80 59.73 = 7.81 4 110.01 = 10.20* 4
120 60.74 =+ 4.40 4 139.67 £ 4.45* 4
160 61.89 = 5.86 4 117.66 + 16.44* 4

t de Student para datos apareados: *p< 0.001.
Condiciones experimentales: [Ca*?] = 0.5 mM. Tiempo de despolarizacién, 4
min. Lavado con EGTA.

pmoles de calcio / Kg de tejido expresados como x + DS.

150 r & control
B Estimulado
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{,+]
O g0}
-
v
(-]
s 70F
£
3

50 F

80 mM 120 mM 160 mM
Concentracion de KCI

Figura 42: Influencia de la concentracién de KCl en la solucién
despolarizante en la captacién de **Ca*?.
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Tras el andlisis y valoracién de todos los resultados se pudieron
establecer las condiciones de trabajo adecuadas para el estudio de la accién
de diversos fdrmacos en la captacién de calcio del medio. Estas condiciones
expuestas en la seccién 6.1. son:

- Concentracién de calcio en el medio: 0.5 mM.

- Concentracién de potasio para la despolarizacién: 120 mM.
- Tiempo de despolarizacién: 4 minutos.

- Lavado con LaCl,, 10 mM.

En estas condiciones los valores obtenidos (expresados en pmoles de
calcio / Kg de tejido) fueron: 269.15 = 32.35 (n=6) y 493.11 = 16.95 (n=11) en
condiciones basales y de despolarizacién (KCl 120 mM) respectivamente.

6.3.1.2.-Efecto de las benzodiacepinas y PK 11195 en la
entrada de “Ca** en conducto deferente de rata.

Las benzodiacepinas estudiadas fueron Ro 5-4864, diazepam y
clonazepam. El Ro 5-4864 (5 pM-6 pM, Tabla 37) produce una inhibicién de
la captacién de calcio, que resulté ser dosis-dependiente (Fig. 44). Tanto en
caso del diazepam como del clonazepam la inhibicién de la captacién de calcio
tan sélo se evidencié a dosis muy elevadas, aproximadamente 100 pM en
ambos casos.

~ En el caso del PK 11195 se ensay6 el rango de dosis comprendido
entre 5 pM y 100 pM (Tabla 38). Al igual que el Ro 5-4864 presenté
también un patrén de respuesta inhibidor del influjo de calcio, dosis-depen-
diente (Fig. 44). A la vista de los resultados anteriores (dosis micromolares
y no antagonismo Ro 5-4864 y PK 11195) podemos descartar que la inhibicién
de la entrada de calcio esté mediado por el receptor benzodiacepinico
periférico.
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6.3.1.3.-Entrada de calcio inducida por AlF,.

Como se ha mencionado en la seccién tedrica, ciertas protefnas G
estdn acopladas a canales de calcio, de manera que son capaces de regular
el trdnsito de este i6n a su través. Asimismo, la activacién no selectiva de las
proteinas G, incluye la activacién de las G,, que inducen la hidrélisis de
fosfatidilinositoles y, por tanto, también una movilizacién de calcio mediada
por inositoltrifosfatos (Rampe y col.,, 1981). Si se activan este tipo de
proteinas G se observa un incremento de la entrada de calcio en la célula.
Por todo lo anteriormente expuesto, hemos utilizado un activador inespecifico
de las protefnas G, el i6n AlF, (Bigay y col., 1985), para aumentar la entrada
de calcio a la célula y poner de manifiesto si los compuestos motivo de
estudio modifican esta entrada inducida por activacién de las proteinas G.

En primer lugar se realiz6 un estudio de la entrada de calcio inducida
por AIF, a diferentes concentraciones. Los resultados se expresan
en la tabla 39 y se muestran grédficamente en la figura 45.

Tabla 39: Captacién de *“Ca® en conducto deferente de rata
estimulado por diferentes concentraciones de AIF,.

CONCENTRACION BASAL n  ESTIMULADO n
DE NaF/AICI pg de “Ca*¥/Kg tej. ng de *Ca*’/Kg tej.
2mM/20pM 414.77 = 68.91 4 349.95 = 65.00* 4
5mM/50pM 337.73 = 32.32 4 471.61 = 41.46 4
10mM/100pM 341.54 + 41.46 4 442.70 = 53.24*' 4

t de Student para datos apareados:  *p< 0.05.

t = 2.8465 para 1. t = 2.7772 para 2
‘Condiciones experimentales: [Ca+2] = 0.5 mM.

Tiempo de estimulacién: 30 min.
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Teniendo en cuenta estos resultados se utilizé la concentracién de 10
mM/100 pM. La estimulacién con AlF,” de los conductos deferentes de rata
produjo un aumento de la entrada de *Ca** de 341.54 + 41.46 (n=4) a 442.70
+ 53.24 (n=4) pmoles *Ca/kg. tejido, en condiciones basales y de estimulacién,
respectivamente, con valor de p<0.05.

Ni Ro 5-4864 (62.6 pM) ni PK 11195 (110 pM) fueron capaces de
modificar la entrada de calcio inducida por activacién de proteinas G, hecho
que apoya los resultados expuestos mds adelante (seccién 7).

6.30201."Sa1ida dB “Cﬂ.” basal.

Los resultados con Ro 5-4864 (62.4 pM) y PK 11195 (110 pM)
demostraron que ninguno de los dos compuestos modific6 de forma
significativa la pendiente de las curvas de desaturacién estudiadas (Fig. 46

y 47). Por tanto, estos compuestos parece que no modifican la salida de calcio
de la célula.

6.3.2.2.-Salida de **Ca'? inducida por noradrenalina. |

La estimulacién con noradrenalina (25 pM) del conducto deferente de
rata provocaba un aumento de la salida de calcio de los almacenes de calcio
intracelulares ya que se observé una disminucién del contenido en *“Ca*? de
los conductos deferentes estimulados respecto de los control. La cantidad de
calcio se reducia de 3.25 = 0.07 pmoles *Ca**/Kg (n=5) a 2.5 = 0.3 pmoles
“Ca**/Kg (n=11); la significacién, calculada mediante una t de Student para
datos apareados fue de p<0.001 (Fig. 49).

En este caso los compuestos ensayados Ro 5-4864 (62.4 pM) y PK
11195 (110 pM) tampoco modificaron la salida de calcio inducida por
noradrenalina (2.57 + 0.21 pmoles “Ca**/Kg y 2.64 = 0.16 pmoles *Ca**/Kg,
n = 5, respectivamente).
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7.-Hidrélisis de fosfatidilinositoles en conducto deferente
de rata.

7.1.- Protocolo experimental.

Una vez obtenidos los conductos deferentes de rata como se indica en .
la Seccién 1.1 se dividieron en pequefios trozos circulares (2-3 mm) y se
transfirieron por parejas a una solucién Krebs-Henseleit a 37 °C (en mM:
NaCl,86.2, KCl, 4.7, Na,SO,, 1.2, KH,PO,, 1.19, CaCl,, 1.9 NaHCO, , 25,
glucosa, 11.7, aireada con carbégeno (0,:CO,, 20:1). Seguidamente se incubé
el tejido a 37 °C durante 3 horas en 1 ml de solucién Krebs-Henseleit con 10
pCi de [*H]myo-inositol (actividad especifica 95.6 Ci/mmol), contenida en tubos
de pldstico con cierre hermético. Cada 30 min se renové la atmésfera con
carb6geno. Diez minutos antes de finalizar el periodo de incubacién, se afiadié
al medio pargilina (50 uM) a fin de inhibir de forma irreversible la actividad
monoaminooxidasa. Al finalizar el perfodo de incubacién se lavé el tejido con
1 ml de Krebs-Henseleit.

El periodo de estimulacién se inicié afiadiendo a cada tubo 0.5 ml de
tampén Krebs-Henseleit que contenia:

1.- 10 mM de LiCl, incorporado para inhibir el enzima inositol-1-
fosfatasa y permitir asi la acumulacién de inositolfosfatos.

2.- Acido ascérbico para evitar la posible oxidacién de la metoxamina.

3.- 0.1 pM de desipramina, para inhibir la recaptacién neuronal.

4.- Fdrmaco a ensayar en los tubos que contenian uno de los
conductos deferentes de cada animal, mientras el otro deferente se mantenia

como control, es decir sufriria el mismo proceso pero no entraria en contacto
con el farmaco.

Se gasearon todos los tubos con carbégeno y se taparon
herméticamente, incubdndose a 37 °C, con agitacién suave durante 15 min,
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en este momento se afiadi6 la concentracién adecuada de metoxamina (40
pM) en un volumen final de 0.6 ml, a fin de provocar la hidrélisis de los
fofatidilinositoles. Tras 60 min de estimulacién, la reaccién se par6 con 2 ml
de cloroformo/metanol (1:1, v/v) que contenia CaCl, (60 pmoles/g de tejido)
para facilitar la extraccién de los fosfoinositoles (Hauser y col., 1973) y se
mantuvieron a 25 °C toda la noche. Transcurrido este tiempo se procedié a
la homogenizacién del tejido durante 30 s, utilizdndose un Polytron;
seguidamente se afiadi6 1 ml de agua destilada, utilizdndola para lavar el
homogenizador y 1 ml de cloroformo. Los tubos se agitaron vigorosamente y
se centrifugaron a 3000xg durante 5 min para separar las dos fases. A
continuacién se retir6 la fase acuosa y se prosigui6é la extraccién de
fosfoinositoles e inositolfosfatos por adicién a cada tubo de 1.4 ml de una
mezcla que contenia metanol y una solucién de EGTA ,5 pM, (9:4/v:v). Los
tubos se agitaron y se anadié la fase acuosa retirada anteriormente. Tras
una vigorosa agitacién se centrifugaron durante 5 min a 3000xg para separar
las dos fases.

Los [*Hlinositolfosfatos presentes en la fase acuosa se separaron
mediante cromatografia de intercambio i6nico. Se sembraron alicuotas de 2
ml de la fase acuosa sobre columnas de 0.5 ml de resina Dowex 1-X8 (forma
formiato, 100-200 mesh). El [*Hlinositol se eluy6 de las columnas con 4 ml
de agua. El glicerofosfoinositol se eluyé mediante 4 ml de tetraborato sédico
5 mM/ formiato s6dico 60 mM. El [*Hlinositolfosfato se eluyé con 4 ml de
formiato aménico 1M/ 4cido férmico 0.1 M, segin el protocolo de Berridge y
col., 1982.

Tras la elucién de los inositol fosfatos, las columnas se lavaron con
4 ml de 4cido férmico 1M, 10 ml de tampén Tris-formiato 10 mM, pH 74 y
2 ml de 4cido férmico 0.1 M, guarddndose después a 4 °C y con 4cido férmico
0.1 M. Antes de la pasar una nueva muestra, las columnas se equilibran con
30 ml de Tris-formiato, pH 7.4. Este ciclo de lavado y regeneracién de
columnas descrito por Minneman y Johnson (1984) permite la utilizacién de
las mismas durante por lo menos 4 veces sin que se afecte su eficacia.
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La radiactividad contenida en las fracciones eluidas con formiato
aménico 1M/4cido férmico 0.1M se cuantificé por centelleo liquido mediante
la incorporacién a las muestras de 10 ml de cocktail de centelleo, Normascint
F-1 (Scharlau), y lectura en un contador, LX-800 Beckman.

La cantidad de [*H] inositol incorporada a cada conducto deferente se
determiné evaporando 1ml de la fase cloroférmica obtenida después de la

extraccién de fosfoinositoles, y midiendo la radiactividad presente de forma
andloga.

Los resultados se expresan como porcentaje de radiactividad de la
fase acuosa respecto a la orgdnica, corrigiéndose las variaciones de volumen
de cada fase, ya que la radiactividad acumulada en la fase orgédnica es
proporcional a la cantidad de [°H] inositol incorporada.

7.2.-Resultados.

La metoxamina indujo la hidrélisis de los fosfatidilinositoles,
aumentando ésta desde su nivel basal 3.00 = 1.07 % a un valor de 67.26 =
224 % (Fig. 49).

En primer lugar se ensay6 el prazosin a una concentracién de 10 pM.
Este compuesto fue capaz de inhibir la hidrélisis inducida por metoxamina
en las condiciones experimentales expuestas anteriormente (Fig. 49),
obteniéndose un valor similar al de hidrélisis basal, 4.34 = 0.43 % (n=4).

En este estudio se han ensayado Ro 5-4864 y PK 11195. En el caso
del Ro 5-4864 la dosis estudiada fue de 62.6 pM, pero ain a esta dosis
elevada no se produjo inhibicién de la acumulacién de inositolfosfatos en
conducto deferente de rata, obteniéndose un valor de hidrélisis de 74.62 +
17.14 %, como puede observarse en la figura 49. Por tanto, ya que a esta
dosis elevada, a la cual el Ro 5-4864 present6 un efecto significativo en todas
las demds experiencias realizadas, parece improbable que el mecanismo de
accién de este formaco esté relacionado con la hidrélisis de estos mensajeros
secundarios.
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En el caso del PK 11195, s6lo a dosis superiores de 41.5 pM fue
capaz de producir una inhibicién significativa de la hidrélisis de
fosfatidilinositoles, disminuyendo ésta hasta un valor de 48.64 = 9.94 %
(p<0.05); dosis inferiores no fueron efectivas en este ensayo.
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B.-EXPERIENCIAS EN DUODENO AISLADO DE RATA.
1.-Obtencién y montaje del duodeno aislado de rata.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, machos (360+30 g) procedentes
del estabulario de la Facultad de Farmacia de Barcelona. Los animales
permanecieron en nuestro laboratorio en condiciones standard de temperatura
(22 £ 0.5 °C) y con un ciclo de luz oscuridad de 12 horas, con libre acceso al
pienso (Letica IPM-R20) y agua. Después de un ayuno de 24 h, los animales
se sacrificaron por traumatismo craneal y posterior exsaguinacién carotidea.
A continuacién, se colocaron en deciibito supino y se les practicé una incisién
en el abdomen, poniendo al descubierto el paquete intestinal. Seguidamente
se procedi6 a diseccionar unos 10-15 cm de intestino delgado a partir del
piloro y se trasladaron a una cdpsula de Petri con solucién fisiolégica
suficientemente oxigenada. Se desecharon los 2 primeros cm y se procedi6 a
la limpieza del tejido conectivo adherido al duodeno, evitando lesionar la
pared muscular; se cortaron trozos de aproximadamente 2 cm y se procedié
a su montaje en el bafio de 6rganos.

Los cambios de tensién se registraron en un transductor isométrico
(TRIO10 LETICA), acoplado a un amplificador (ISO505 LETICA) y éste a un
registrador multicanal Poly-Graph 4000 LETICA.

La solucién nutritiva fisiolégica utilizada fue Tyrode-Ringer, cuya
composiciln en mM es como sigue: NaCl, 137; KCl, 2.68; NaH,PO,, 0.42;
MgCl,, 0.86; CaCl,, 1.8; NaH,CO,, 11.99; giucosa, 5.55. En las experiencias
en que se modificé la cantidad de calcio en la solucién Tyrode (0.5 o 5.4
mM), se ajustd, asimismo, la cantidad de NaCl equimolecularmente, de forma
que se mantuvo inalterada la composicién iénica del medio.

El duodeno se mantuvo a una tensién de 04 g y a 30 °C de
temperatura, oxigenado con carbégeno. El periodo de estabilizacién fue de
30 min.
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2.-Curvas dosis-respuesta al carbacol.

El rango de dosis utilizadas para la obtencién de las curvas al
carbacol estuvieron comprendidas entre 0.1-100 pM. Después de 10 min de
recuperacién del 6rgano, tras la obtencién de la curva dosis-respuesta control,
se anadié al bafio la concentracién de fdrmaco a estudiar y se mantuvo en
contacto durante 10 min antes de proceder a realizar la curva dosis-respuesta
en presencia de éste. Los resultados se han expresado como el % de efecto
mé4ximo a cada una de las dosis de carbacol, en ausencia o en presencia de
dosis distintas de firmaco.

2.1.-Caracterizacion de la respuesta al Carbacol en
presencia de benzodiacepinas y PK 11195.

2.1.1.-Experiencias en presencia de AIF,.

Las siguientes experiencias se llevaron a cabo, para determinar si el
mecanismo de accién de las benzodiacepinas y del PK 11195 estaba
relacionado con la modificacién de proteinas G implicadas en la respuesta
del carbacol.

El FAl, ha sido descrito como una activador de las proteinas G (Bigay
y col., 1985) debido a que presenta una similitud estructural con el grupo
PO,* que es capaz de unirse al GDP ligado a la proteina G, formando asf un
andlogo del GTP y por tanto activando la proteina G.

Se realizaron dos tipos de experiencias en duodeno aislado:

a.- Reversién del efecto de las benzodiacepinas por AlF, en s

contracciones producidas por carbacol y su modificacién por calcio.

En este caso se utiliz6 una dosis unica de carbacol (20 pM) para

obtener la contraccién médxima del 6rgano en presencia y en ausencia de
fadrmaco.
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El AlF, se adicioné al bafio en forma de soluciones acuosas, una de
NaF (1 mM) y otra de AlCl, (10 pM), durante un periodo de 30 min. A los
20 min se adicioné la dosis de firmaco a ensayar y 10 min. después se
provocé la contraccién por carbacol. Tras un lavado del érgano y un periodo
de recuperacién se obtuvo la contraccién de carbacol utilizada como control,
ya que el AIF, provoca una contraccién per se del duodeno.

b.- Efecto_de las benzodiacepinas en las contracciones

por AlF,.

En este caso la contraccién por NaF/AICl, se provocé, al igual que en
la experiencia anterior, adicionando al bafio dos soluciones acuosas, una de
NaF (1 mM) y otra de AICl, (10 pM), durante un periodo de 30 min, tiempo
suficiente para obtener la contraccién mdxima en forma de meseta. En el caso
de las experiencias que se realizaron en presencia de fdrmaco, éste se
adicion6 10 min antes de que finalizara el periodo de contraccién por el AIF,

2.1.2.-Experiencias en presencia de Toxina pertussis y
Toxina colera.

En ambos casos se siguieron las mismas condiciones experimentales
reduciendo el volumen de las copas a 10 ml: una dosis tinica de carbacol (20
pM), y como compuestos ensayados el Ro 5-4864 (23.4 pM) y el PK 11195
(11.7 pM). En primer lugar se establecié la inhibicién que provocaban ambos
fdirmacos en estas condiciones sobre el duodeno de rata aislado y
posteriormente se mantuvo el 6rgano en contacto con las toxinas durante 3
horas, a una concentracién de 125 ng/ml para la pertussis y de 4 pg/ml para
la colera. 10 min antes de terminar el perfodo de incubacién se adicioné al
bario el fdrmaco ha ensayar, o bien se mantuvo como control, para determinar
el efecto de las toxinas, per se, sobre la contraccién inducida por carbacol.
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2.2.-Resultados.
2.2.1.-Curvas dosis respuesta al Carbacol

La DE,, calculada para el carbacol, en las condiciones experimentales
antes descritas, fue de 0.52 pM.

100
80

60

% EI'I'II!

20

oL I 1 l ] | ]

-75 -68 -6.1 -54 -47 -4.0
LOG CONC CARBACOL

Figura 50: Curva dosis-respuesta al carbacol en duodeno aislado
de rata.

Todos los foirmacos ensayados mostraron su capacidad de inhibir las
contracciones producidas por carbacol a las dosis ensayadas. El antagonismo
se defini6 como no competitivo, ya que desplazaba la curva dosis respuesta
a la derecha y disminufa el efecto médximo.
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Este antagonismo era revertido después del lavado con la solucién
nutritiva y dosis dependiente, por ello se elaboraron las correspondientes
curvas dosis respuesta para cada uno de los fdrmacos.

El rango de dosis ensayadas para el Ro 5-4864 fue de 6 a 30 ptM
(Tabla 40; Fig. 51) y la CI,, calculada 13.6 pM, con un PD,’ correspondiente
a 4.87.

Tabla 40: Efecto del Ro 5-4864 en las contracciones inducidas
por carbacol en dudodeno de rata.

CONC. (uM) n* Emax INHIBICION (%)**
0 6 1.84 0

6.27 4 1.37 25.75 = 4.03

11.70 4 1.34 49.60 = 2.72

19.60 6 0.83 55.15 = 4.81

23.50 6 0.61 66.93 = 3.60

31.30 7 0.42 7721 + 4.12

* Numero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

En el caso del diazepam las dosis empleadas oscilaron entre 13 y 80

pM (Tabla 41; Fig. 52), y la CI;, obtenida fue de 41.5 pM, correspondiente
a un PD,’ de 4.38.

Para el clonazepam el rango de dosis estuvo comprendido entre 30 y
95 uM (Tabla 42; Fig. 53), con una CI de 52.3 pM y un PD,’ de 4.28.
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Tabla 41: Efecto del diazepam en las contracciones inducidas
por carbacol en dudodeno de rata.

CONC. (M) n* Emax INHIBICION (%)**
0 6 1.92 0

13.20 4 1.76 8.26 + 141
19.70 5 1.32 31.04 = 4.71
39.40 5 1.18 38.48 = 8.33
52.60 5 0.76 60.58 = 5.54
78.90 4 0.42 78.08 + 5.48

*Niumero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

Tabla 42: Efecto del clonazepam en las contracciones inducidas
por carbacol en dudodeno de rata.

CONC. (uM) n* Emax (g) INHIBICION (%)**
0 6 1.73 0

31.60 4 143 17.62 = 4.40
47.40 5 1.03 40.38 = 5.59
63.20 4 0.72 57.89 + 4.79
79.00 5 0.41 7647 = 5.34
94.80 7 0.19 89.26 = 1.76

* Nimero de observaciones.
** Porcentaje de inhibicién expresado como media = DS.
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El PK 11195, de estructura no benzodiacepinica ha mostrado también
efecto inhibidor, como en las restantes experiencias, y el rango de dosis
empleadas fue de 47 y 30 uM (Tabla 43; Fig.54), mostrando una CIy, de 11.8
pM y subsiguientemente un PD,’ de 4.93.

Tabla 43: Efecto del PK 11195 en las contracciones inducidas
por carbacol en dudodeno de rata.

CONC. (uM) n* Emax INHIBICION (%)**
0 7 1.81 0

4.73 4 1.44 20.22 = 3.91

9.46 4 0.17 35.56 = 4.90

14.20 5 0.83 53.94 + 8.29

18.90 4 0.48 73.62 = 3.77

31.20 5 0.32 82.59 = 4.13

* Niumero de observaciones.

** Porcentaje de inhibicién expresado como media + DS.

Como se observa del andlisis de la Tabla 44 donde se resumen las
Cl, y PD,’ de los firmacos ensayados. El que mostré m4s selectividad fue el
Ro 5-4864 seguido por el PK 11195, y con una selectividad menos
pronunciada diazepam y clonazepam.
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2
a)
04 31 _/
b)
c)

d) -

B

Ejemplos de curvas dosis-respuesta al carbacol en duodeno
de rata en ausencia (1) y presencia (2) de:

a) Ro 5-4864 (31.3 pM).
b) Diazepam (52.6 pM).
¢) Clonazepam (63.2 pM).
d) PK 11195 (47.3 pM).
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Tabla 44: Valores de pD,’ obtenidos para cada compuesto frente
a las contracciones inducidas por carbacol en duodeno de rata.

COMPUESTO n* CL, M)

Ro 5-4864 5 13.6 = 1.07
Diazepam 5 419 = 464
Clonazepam 5 53.1 = 1.69
PK 11195 5 119 + 0.75

pD.’
4.37 = 0.03
4.38 = 0.05
4.27 = 0.01
492 = 0.03

* Nimero de observaciones.

Los valores de CI, y pD, se expresan con el valor de la media + DS.

2.2.2.-Caracterizacion de la respuesta al carbacol en
presencia de benzodiacepinas y PK 11195. Influencia del calcio

extracelular.

Para caracterizar el mecanismo de inhibicién por benzodiacepinas y

PK 11195 de las contracciones por carbacol en duodeno de rata, se modificé,

en primer lugar, la concentracién de calcio del medio.

Al disminuir el calcio extracelular de 1.8 mM a 0.5 mM se produce
un aumento del grado de inhibicién de todas las benzodiacepinas, pero no del
PK 11195. Las experiencias se realizaron a dosis de foirmaco préximas a su
CI,, y los resultados se muestran en la Tabla 45 y Figura 55.

El andlisis estadistico realizado (ANOVA y posterior test de Scheffé)
indica un grado de significacién de p<0.001, tanto para Ro 5-4864, como para

diazepam y clonazepam.
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Cuando la concentracién de calcio del medio se incrementa a 5.4 mM,
el efecto inhibidor de las benzodiacepinas se reduce con un grado de
significacién p<0.001. Sin embargo, el efecto del PK 11195 tampoco se
modifica al triplicarse la concentracién de calcio del medio (Tabla 45).

Tabla 45: Inhibicién (%) de las contracciones inducidas por carbacol
a diferentes concentraciones de calcio por diferentes compuestos.

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO Ca05mM n Cal8mM n Ca56mM 1
Ro (23.4pM) 3249 £ 4.83* 5 6571+ 227 5 1392 = 8.14** 5
DZ (51.6 pM) 4225 £ 9.63* 5 60.70 + 567 8 26.54 + 8.03* 5
CZ (63.2 pM) 69.07 £ 4.17** 7 5780 £ 479 4 27.85 + 7.06** 8
PK (14.2 pM) 5637 £ 9.69 5 5395+ 8290 6 5408+ 964 5

Resultados expresados como media = DS, siendo "n" el nimero de
observaciones.
ANOVA y test de Scheffé: *p<0.01;**p<0.001 vs Ca 1.8 mM.

2.2.2.1.-Experiencias en presencia de AlF,.

En primer lugar se realiz6 un estudio comparativo de la contraccién
producida en las condiciones experimentales por diferentes dosis de NaF/AICl,,
y se observé que a las cuatro dosis (0.5 mM/5 pM, 1 mM/10 upM, 2 mM/20
pM, 3 mM/30 pM, de NaF y AICl,) estudiadas, la contraccién del érgano no
era significativamente diferente (Tabla 46).

Ante estos resultados todas las experiencias posteriores se llevaron a
cabo, como ya se ha indicado anteriormente en presencia de 1 mM de NaF
y 10 pM de AICI,.
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Tabla 46: Influencia de la concentracién de AlIF, en la
contraccién inducida en duodeno aislado de rata.

CONCENTRACION
NaF (mM) AICL (uM) EFECTO (g) * n**
0.5 5 0.62 + 0.12 3
1 10 0.85 + 0.16 6
2 20 0.77 + 0.15 5
3

3 30 0.71 £ 0.15

* Resultados expresados como media + DS.
** nimero de observaciones.

Asimismo, se realizé un estudio de la influencia del calcio en la
contraccién producida por NaF/AICl, en duodeno aislado de rata. La
concentracién de calcio del medio influyé en la respuesta del érgano sélo en
condiciones extremas; la respuesta sélo vari6 de forma significativa cuando

se anulé totalmente el calcio de la solucién nutritiva, o bien si ésta se triplica
(Tabla 47; Fig. 56).

Tabla 47: Influencia del calcio del medio en las contracciones
inducidas por AIF, en duodeno de rata.

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO EFEC

n

0 mM 0.34 = 0.10** 4

0.5 mM 0.88 + 0.18 6
1.8 mM 0.85 = 0.15 7
5.6 mM 0.99 = 0.14* 7

Resultados expresados como media + DS.
ANOVA y test de Scheffé: *p<0.01. **p<0.001.
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a.- Reversién del efecto de las benzodiacepinas por NaF/AICI,
de las contracciones producidas por carbacol.

El efecto antagonista mostrado por Ro 5-4864 (10-25 uyM) y PK
11195 (15-90 pM) en las contracciones inducidas por carbacol, no se
presentaba si el 6rgano habfa estado tratado con NaF/AICl, previamente a
su exposicién a ambos foirmacos (Tabla 48).

El an4lisis estadistico (ANOVA y test de Scheffé) de la reversién del
efecto de Ro 5-4864 y PK 11195 sobre el carbacol en presencia de AIF,
muestra un grado de significacién de p<0.001 para el Ro 5-4864 y el PK
11195. Estos resultados indican, que, probablemente, el mecanismo de accién
de estos firmacos estd interrelacionado con el del AlF, y, por tanto, podia
estar relacionado con las proteinas G.

Tabla 48: Reversién del efecto inhibidor del Ro 5-4864 y del PK 11195
en las contracciones inducidas por carbacol por el AlF,.

CONC. (uM) SIN AIF;, EN PRESENCIA DE AlF, n
a.- Ro 5-4864
11.7 46.60 = 2.72 0 6
19.6 55.15 = 4.81 15.83 = 6.92 7
23.5 66.93 = 3.60 9.17 = 7.81 7
b.- PK 11195
4.73 20.22 = 3.91 2.28 = 4.55 4
9.46 35.56 = 4.90 0 4
142 53.94 = 8.29 1041 = 549 5
18.9 73.62 + 4.13 0 5

Resultados expresados como media (%) = DS.

n_n,

n": nimero de observaciones.
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b.-Efecto de las benzodiacepinas en las contracciones

inducidas por AlF,.

En este caso, tanto Ro 54864 como PK 11195, mostraron un efecto
inhibidor de las contracciones inducidas por AlF, (Tablas 49 y 50). Los PD,’
calculados fueron respectivamente, 4.69 y 4.89 (CI,, de 20.1 + 1.18 y 12.8 =

1.13 pM).

Tabla 49: Efecto del Ro 5-4864 en las contracciones inducidas

por AlF, en duodeno de rata.

CONC. (uM) n* Emax
0 8 0.85
11.70 8 0.41
19.70 7 0.45
23.45 6 0.47

%INHIBICION **
0

51.33 = 10.49

47.10 = 11.55

44.55 = 9.84

* Nimero de observaciones.
** Resultados expresados como media + DS.
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Tabla 50: Efecto del PK 11195 en las contracciones inducidas
por AlIF, en duodeno de rata.

CONC. (uM) n* Emax INHIBICION (%)**
0 8 0.85 0

4.65 4 0.56 33.85 + 15.31

9.46 4 0.57 33.15 + 8.98

14.20 5 0.43 49.02 + 13.75
18.90 4 0.15 82.31 + 9.34

* Nimero de observaciones.
** Resultados expresados como media = DS.

También en este caso se estudi6 el efecto de la concentracién de
calcio extracelular sobre el efecto de estos firmacos, y como en el caso
descrito anteriormente, se vari6 la concentracién de calcio de la solucién
Tyrode de 0.5 mM a 5.4 mM.

Se ensay6é una tnica dosis de cada firmaco, préxima a su Cly, y se
observé que el efecto inhibidor, tanto en el caso del Ro 5-4864 como en el del
PK 11195, depende de la concentracién de calcio del medio, mostrando un
mayor efecto cuanto menor es el contenido de calcio, como se muestra en la
Tabla 49 (Fig. 57), donde se indican los diferentes grados de significacién
para cada caso.
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Efectos del Ro 5-4884 y del PK 11195 en las contracciones
inducidas por AlF, en duodeno de rata.

Ro 5-4864

04 g I

a) Relajacién inducida por Ro 5-4884 (23.5 pM) de la
contraccién por AlIF, en duodeno de rata.

PK 11195
'

—

b) Relajacién inducida por PK 11195 (18.9 pM) de la
contraccién por AlF, en duodeno de rata.
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Tabla 51: Inhibicién (%) de las contracciones inducidas por AlF/
a diferentes concentraciones de calcio por diferentes compuestos.

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO Ca 0.5 mM n Ca 1.8 mM n Ca 5.6 mM n
Ro (23.4pM) 91.38 = 6.78%* 7 44.55 = 9.84 6 23.67 = 5.63* 12
PK (9.4pM) 70.87 = 9.09%* 10 83.31 = 898 4 9.81 x 5.59* 4

Resultados expresados como % de inhibicién (media = DS), siendo "n" el
nimero de observaciones.
ANOVA y test de Scheffé: *p<0.01 vs Ca 1.8 mM.

*¥p<0.001 vs Ca 1.8 mM.

2.2.2.2.-Experiencias en presencia de Toxina pertussis y
Toxina colera.

a.- Resultados en presencia de Toxina pertussis.

La presencia de toxina pertussis en el medio provoca una disminucién
del efecto contracturante del carbacol en duodeno aislado de rata. Tanto el
efecto inhibidor del Ro 5-4864 (23.5 uM) como el del PK 11195 (11.7 pM) en
este tipo de preparacién, se potencié cuando el tejido se incubé con la toxina.
Los resultados se muestran en la Tabla 52 (Fig. 58).

b.- Resultados en presencia de Toxina colera.

La inhibicién producida, tanto por Ro 5-4864 (23.5 pM) como por PK
11195 (11.7 pM), no se vio significativamente afectada por la toxina colera,
como se muestra en la Tabla 52 (Fig. 59).
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Asimismo, tampoco la respuesta contréctil de duodeno aislado de rata
al carbacol varia significativamente, en presencia de toxina colera. Este
resultado parece indicar que la proteina G, no estd implicada en la respuesta
contréctil al carbacol en duodeno aislado de rata.

Tabla 52: Influencia de Toxina pertussis y Toxina colera en el efecto
inhibidor de Ro 5-4864 (23.5 pM) y de PK 11195 (11.5 pM) en las
contracciones inducidas por carbacol en duodeno aislado de rata.

Toxina pertussis (125 ng/ml)

INHIBICION (%) n
Ro 5-4864 64.28 = 2.65 4
Ro 5-4864 + TP 84.03 = 3.15** 4
PK 11195 35.84 + 2.9 3
PK 1195 + TP 67.28 + 4.07* 3
Toxina colera (4 'ml
Ro 5-4864 68.89 = 3.62 4

Ro 5-4864 + TC 73.31 = 2.85 4

PK 11195 48.81 + 3.39 4
PK 11195 + TC 48.82 = 2.80 4

ANOVA y test de Scheffé: * p<0.02. ** p<0.01.
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C.- EFECTO DE LAS BENZODIACEPINAS Y DEL
PK 11195 SOBRE LA ACTIVIDAD FOSFODIESTERASA.

Debido a los resultados expuestos en los anteriores apartados parece
probable que la accién inhibidora de las benzodiacepinas y PK 11195 se
centre de una manera general en la regulacién de la actividad de algin
sistema de segundos mensajeros. Al ser descartada la hidrélisis de los
fosfatidilinositoles como punto de accién de estos compuestos, hemos creido
oportuno realizar una primera aproximacién al sistema de regulacién del
AMPc, nucleétido implicado directamente en los procesos de contraccién-
relajacién, procesos que se ven afectados por las benzodiacepinas y PK 11195.
Concretamente, hemos estudiado el efecto de estos compuestos sobre la
actividad fosfodiesterasa, por dos razones: parece improbable que su accién
a nivel de la regulacién de estos nucle6tidos sea a través de la adenilato
ciclasa ya que en este caso se hubiera puesto de manifiesto en los ensayos
realizados con toxina pertussis y colera en duodeno aislados de rata (Ver
apartado B). Sin embargo, el hecho de que se hayan observado acciones
farmacolégicas cuyo mecanismo de accién podria residir en una afectacién del
complejo fosfodiesterasa es por lo que se ha realizado una prueba para
detectar si las benzodiacepinas y el PK 11195 afectan o no dicho complejo.

1.1.- Protocolo experimental.

El enzima fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos cataliza la hidrélisis
del AMPc y GMPc, convirtiéndolos en los 5™-nucleétidos correspondientes. Para
la valoracién espectrofotométrica de esta actividad existe el inconveniente de
que tanto el sustrato como el producto de la reaccién presentan absorcién a
las mismas longitudes de onda, lo que implica que en la valoracién debers
utilizarse reacciones enziméticas acopladas para convertir el producto en otro
que absorba a una longitud de onda distinta.
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En este trabajo, que puede considerarse como una prueba inicial o de
screening, se utiliz6 el método descrito por Menahan y col.(1969), en el se
determina la disminucién de absorbancia a 265 nm debida a la desparicién
del sustrato (AMPc). Para ello, en la mezcla de incubacién se incluyen los
enzimas adenosindeaminasa y fosfatasa alcalina en exceso. El primero de
estos enzimas cataliza la transformacién del 5-AMP en 5-inosinmonofosfato
y el segundo, la transformacién de este compuesto a inosina. La inosina no
presenta absorcién a 265 nm, por lo que la disminucién de la absorbancia
serd debida tinicamente a la desaparicién del AMPc.

La metodologia a seguir se inicié afiadiendo a la cubeta de reaccién:
-2 ml de tampén Tris HCI, que contenia MgSO, (0.55 mM), pH
74.
-400 pl de solucién de AMPc (concentracién final 50 uM).
-300 pl de una solucibn que contenia adenosindeaminasa
(concentracién final 2 pg/ml) y fosfatasa alcalina (125 U/ml).

La cubeta blanco contenia tinicamente tampén Tris HCIl. La cubeta
de reaccién se agit6, se colocé en la celda correspondiente a la muestra y se
mantuvo a 37 °C durante 5 min.

Después de este periodo de tiempo se afiadieron a la cubeta 300 pl
de una solucién de fosfodiesterasa (0.02 mg/ml), se agit6 y se empez6 a
registrar la absorbancia después de 20 s. A partir de este momento, la
absorbancia se registré cada 15 s hasta los 2 min, en que empieza a perderse
la linealidad.

Los compuestos, Ro 5-4864, diazepam, clonazepam y PK 11195 se
disolvieron en tampén Tris HC], a una concentracién de 100 pM en la mezcla
de reaccién. Como sustancia patrén de la inhibicién del enzima fosfodiesterasa
se utilizé teofilina a la misma concentracién que las sustancias estudiadas.

Los valores de actividad corresponden a la pendiente de las rectas
resultantes de representar la absorbancia frente al tiempo.
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1.2.-Resultados.

Todos los compuestos estudiados presentan el mismo patrén de
respuesta. Tanto la teofilina como las benzodiacepinas y el PK 11195
provocaron, a la dosis ensayada (100 pM) la inhibicién del enzima
fosfodiesterasa (Fig. 60). A esta dosis los inhibidores mds potentes fueron
teofilina y diazepam (47.12 % y 45.45 %, respectivamente), después Ro 5-
4864 (30.26%) y PK 11195 (30.38 %), y por iltimo el clonazepam (16.16 %).
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FARMACOS Y REACTIVOS.
Se han utilizado los siguientes compuestos:

-Noradrenalina bitartrato, Ro 5-4864, Ro 15-1788, EGTA y EDTA
de Fluka, AG, Basel.

-Carbacol (HCI), metoxamina (HCIl), desmetilimipramina (HCI),
pargilina (HCI), prazosin (HCIl), toxina pertussis, toxina colera, GABA,
muscimol, dcido 3-[N-Morfolino] propanosulfénico (MOPS), adenosina
(hemisulfato), 2-cloroadenosina, S-(2-hidroxi-5-nitrobencil)-6-tioguanosina
(HNBTG), LiCl, de Sigma, Chem. Co., St. Louis, MO.

-Diazepam (HCI) y clonazepam (HCI) de Hoffmann-LaRoche, Basel.
-PK 11195 de Pharmuka-Rhone Poulenc, Asniéres.

-Nifedipino de Bayer, AG, Wuppertal.

-Diltiazem de Lab. Dr. Esteve, Barcelona.

-Baclofeno de Ciba-Geigy, Barcelona.

Las soluciones stock de cada firmaco se han realizado, en el caso
de Ro 5-4864, clonazepam y PK 11195 con etanol absoluto; en el caso de
diazepam y diltiazem en HCl 0.1 N; la noradrenalina se ha disuelto en
dcido ascérbico al 0.1%; carbacol, metoxamina, pargilina,
desmetilimipramina y el resto de compuestos con agua destilada. En el
caso del nifedipino, éste se ha disuelto en una mezcla de polietilenglicol
y una solucién de NaCl (0.9%) que contenia 4cido ascérbico (1 mM). Para
evitar la degradacién del nifedipino por accién de la luz, las experiencias
se han realizado bajo luz de sodio. En todos los casos las diluciones
posteriores han sido realizadas con Krebs-Henseleit, siendo la concentracién
final de etanol y de HCI1 0.1 N inferior al 1% ya que de esta forma los
resultados no se vieron afectados de manera significativa.



Los reactivos utilizados en la determinacién de la actividad
fosfodiesterasa fueron:

-AMPc, forma dcida (Boehringer Mann.).

-Adenosin deaminasa de intestino de carmero (Boehringer
Mann., 10 mg/ml).

-Fosfatasa alcalina de intestino de carnero (Boehringer
Mann., 2.7 mg/0.54 ml/7500 U).

-Fosfodiesterasa de corazén de buey (Boehringer Mann., sol.
en glicerol 50% v/v, pH 7, 0.25 U/mg a 25 °C, A-3:5-MP
como sustrato).

-Teofilina de Sigma, Chem. Co., St. Louis, MO.

Las soluciones de cada uno de estos compuestos se han preparado
en tampén Tris-HCl 50 mM con MgSO, 0.55 mM, pH 7.4. Tanto las
soluciones de AMPc como las soluciones enziméticas deben prepararse de
manera extempordnea justo antes de realizar el ensayo, manteniéndose
durante éste en bafio de hielo.

192



I11.-DISCUSION



DISCUSION

Las acciones generales de las benzodiacepinas a nivel del sistema
nervioso central y su mecanismo de accién estdn fntimamente relacionados
con el sistema inhibidor del GABA, responsable, tras su activacién de la
ansiolisis y sedaci6n, acciones por las que estos compuestos son
ampliamente reconocidos y utilizados en clinica.

Esta accién GABA-mimética se lleva a cabo a través de receptores
especificos denominados receptores benzodiacepinicos centrales y (Squires
y col., 1977) que se localizan en el sistema nervioso central. Como ya se
ha indicado previamente, este receptor estd relacionado con el complejo-
receptor GABA-ionoforo del cloro (Tallman y col., 1978; Marangos y col.,
1981).

Sin embargo, la accién que ejercen las benzodiacepinas estudiadas
(Ro 5-4864, diazepam y clonazepam) y el PK 11195 en el presente trabajo
no estd mediada por este tipo de receptor benzodiacepinico, como lo
demuestran los resultados obtenidos.

En primer lugar el 4dcido gamma-aminobutirico no es capaz de
producir el mismo efecto inhibidor sobre las contracciones inducidas por
noradrenalina exégena como lo hacen los compuestos estudiados. Asimismo,
para descartar la participacién de receptores benzodiacepinicos asociados
al sistema gabaérgico en este tipo de respuesta, se utiliz6 un antagonsita
especifico de los receptores centrales, el Ro 15-1788, que no revirti6 el
efecto inhibidor de las benzodiacepinas.

Igualmente se puede descartar la participacién de receptores
gabaérgicos como mediadores del efecto inhibidor de las benzodiacepinas
estudiadas, del hecho que ni el baclofeno, ni el muscimol, firmacos
agonistas especificos del sistema gabaérgico, no contrarrestaron los efectos
de las benzodiacepinas estudiadas.
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Podria postularse que los efectos de estos compuestos a nivel
periférico se deben a la interaccién de éstos con otro tipo de lugares de
unién denominados receptores benzodiacepinicos periféricos descubiertos
posteriormente (Davies y col., 1981; LeFur y col., 1983a). La unién de las
benzodiacepinas a este receptor, no se ve afectada por la presencia del
GABA ni de otros ligandos neuronales como las B-carbolinas (Marangos y
col.,, 1982). Aunque hasta el momento no se conoce con exactitud su
funcién fisio-farmacolégica, estudios recientes in vitro los relacionan con
el crecimiento y la diferenciacién celular (Anholt y col., 1986) y con la
posible regulacién del flujo del ién calcio, especialmente a nivel de los
canales de calcio voltaje-dependientes (Rampe y col. 1986; Cantor y col.,
1984). Los dltimos trabajos indican que la interaccibn de las
benzodiacepinas con este receptor periférico estd relacionada con la
estimulacién de la esteroidogénesis (Yanagibashi y col., 1989).

El antagonismo mostrado por las tres benzodiacepinas estudiadas,
tanto a nivel de conducto deferente y duodeno aislado de rata ha resultado
ser de tipo no competitivo, por ello se ha calculado el pD,’ de todas ellas,
en cada uno de los casos. El orden de potencia de estos compuestos es el
mismo que se aprecia en otros tejidos periféricos estudiados, siendo el més
potente el Ro 5-4864, seguido por diazepam y clonazepam (LeFur y col.
1983a; 1983b; Camarasa y col., 1988; 1989; Escubedo y col., 1991).

Sin embargo, el hecho de que el PK 11195, antagonista especifico
del receptor benzodiacepinico periférico, no anule el efecto de las
benzodiacepinas indica que, posiblemente, la accién de las benzodiacepinas
a este nivel, no estd relacionada con estos lugares de unién periféricos. Por
otra parte, sorprendentemente, este compuesto, el PK 11195, no sélo no
antagoniza la accién inhibidora de las benzodiacepinas estudiadas, sino que
él mismo provoca la inhibicién de la respuesta contrdctil en todos los
experimentos realizados, tanto a nivel de conducto deferente como a nivel
del duodeno aislado de rata. En todos los casos, el PK 11195 ha mostrado
una potencia similar o superior a la del Ro 5-4864.
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Asimismo, el hecho que las concentraciones requeridas para
observar el efecto antagonista de estos compuestos sean del orden
micromolar, mientras que el rango de concentraciones a nivel del receptor
benzodiacepinico periférico se hayan descrito en el orden nanomolar,
sugieren que los efectos provocados por las benzodiacepinas y el PK 11195
observados en esta Tesis no estdn directamente implicados con el receptor
benzodiacepinico periférico descrito por otros autores.

Por otra parte, Taft y col. (1984) sugirieron la existencia de un
receptor a la benzodiacepinas con una afinidad del rango micromolar.Este
receptor "micromolar" estaria relacionado con los canales de calcio voltaje-
dependientes. M4s tarde, Doble y col. (1985) obsevaron que este receptor
periférico micromolar mostraba el mismo patrén de distribucién subcelular
que los receptores a las dihidropiridinas.

La exclusién del receptor benzodiacepinico periférico nanomolar en
las acciones de las benzodiacepinas a nivel de conducto deferente y
duodeno de rata, no llev6é a pensar en la implicacién de este receptor
periférico de orden micromolar como mecanismo de accién de estos
compuestos en tejidos periféricos. Asf pues, la posible modulacién del canal
de calcio voltaje-dependiente por estos compuestos era otro de los posibles
mecanismos de accién de las benzodiacepinas que explicaria la inhibicién
de la respuesta contréctil a diferentes tipos de estimulos.

En primer lugar se evidencié la inhibicién de las benzodiacepinas
ensayadas (Ro 5-4864, diazepam y clonazepam) y del PK 11195 en las
contracciones inducidas por noradrenalina exégena en conducto deferente
de rata. El orden de potencia basado en los valores de pD, fue de:

Ro 5-4864 > PK 11195 > diazepam > clonazepam.

Este efecto inhibidor de las contracciones inducidas por
noradrenalina exégena en el conducto deferente aislado de rata puede
revertirse significativamente aumentando la concentracién de calcio
extracelular, excepto en el caso del PK 11195 cuya actividad no se ve
afectada.
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Por otra parte, en experimentos en los que se ensayaron estos
compuestos en un medio despolarizado con altas concentraciones de
potasio, se observé que eran capaces de inhibir las contracciones inducidas
en conducto deferente aislado de rata por calcio extracelular, indicando que
las benzodiacepinas estaban implicadas, en cierto modo, con la modulacién
de la entrada de calcio o con los efectos desencadenados por el calcio.

En el caso de la respuesta contrdctil bifdsica inducida por la
adicién de KCl 160 mM, ésta se debe principalmente a un aumento de la
permeabilidad al calcio resultado de la despolarizacién producida en las
membranas celulares del conducto deferente aislado de rata. La
despolarizacién a este nivel provoca una activacién secuencial de distintas
poblaciones de canales de calcio voltaje-dependientes (Hay y Wadsworth,
1982). Los canales de calcio de activacién-inactivacién rdpida son los
primeros en abrirse facilitando una entrada masiva de calcio al interior de
la célula, que da lugar a la fase fdsica de la respuesta. La inactivacién
rdpida de estos canales de calcio provoca la disminucién de esta fase a un
nivel inferior denominado de actividad ténica que se origina por la
apertura de canales de calcio voltaje-dependientes de activacién-inactivacién
lenta, como consecuencia de la continua despolarizacién, que permite
mantener un influjo de calcio que da lugar a dicha fase.

Las benzodiacepinas estudiadas, Ro 5-4864, diazepam y
clonazepam, mostraron una gran selectividad de accién por la fase fésica,
llegando incluso a anularla a altas concentraciones. Sin embargo, no
presentaron el mismo efecto por la fase ténica. Estos compuestos no llegan
a anularla completamente a pesar de aumentar considerablemente su
concentracién. Parecia, por tanto, que la accién de las benzodiacepinas a
este nivel consistia en un bloqueo mds selectivo de los canales de calcio
voltaje-dependientes de activacién-inactivacién rdpida (probablemente de
tipo T), anulando asf el influjo de calcio. Ya que la contraccién ténica no
habia sido anulada por estos compuestos, podiamos deducir que los canales
de calcio voltaje-dependientes de activacién-inactivacién lenta son menos
sensibles al efecto de estos compuestos.
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Sin embargo, la hipétesis de un mecanismo de accién mediado por
el bloqueo de los canales de calcio es incompleta ya que esta accién
inhibidora no se modifica si aumentamos la concentracién de calcio del
medio. Si el efecto dependiera sélo del bloqueo de los canales de calcio, al
aumentar este i6n en el medio deberia observarse una reversién de la
inhibicién por las benzodiacepinas y el PK 11195.

En cambio, los antagonistas clédsicos del calcio han presentado un
patrén de comportamiento distinto al de las benzodiacepinas. Nifedipino y
diltiazem, a bajas concentraciones, han mostrado una mayor afinidad por
la respuesta ténica que por la respuesta fédsica, reflejando asi, una mayor
selectividad por los canales de calcio voltaje-dependientes de
activacién-inactivacién lenta (canales tipo L). A altas concentraciones, los
antagonistas del calcio inhiben ambas fases, a excepcién del nifedipino
que tan solo muestra una inhibicién del 80% de ambas fases de la
respuesta, resultados que confirman los obtenidos por Hay y Wadsworth
(1982).

La estimulacién tetdnica del conducto deferente de rata mediante
trenes de pulsos da lugar a una respuesta contrdctil en la que pueden
diferenciarse dos componentes. En primer lugar, se produce una
contraccién inmediata y rdpida del tejido (primer componente), a la que
sigue una contraccién lenta y sostenida (segundo componente). Se ha
sugerido la existencia de una compleja participacién e interaccién de
receptores y neurotransmisores, tanto de naturaleza adrenérgica como de
naturaleza no-adrenérgica, en ambos componentes de la respuesta tetdnica,
pero presentando cada una origenes distintos. Es presumible que el primer
componente requiera de la movilizacién del calcio intracelular, mientras
que el segundo dependa del influjo de calcio a través de diferentes canales,
o de diferentes estados del mismo canal (Amobi y Smith, 1987b).

A nivel del primer componente de la respuesta, las benzodiacepinas
presentaron un patrén de comportamiento muy similar al del nifedipino y
del diltiazem. Asi, tanto las benzodiacepinas, como los antagonistas del
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calcio ensayados, no afectaron de forma significativa los dos primeros
pulsos de la respuesta contrictil.

En el segundo componente de la respuesta contrdtil inducida
eléctricamente, el patrén de respuesta que presentaron las benzodiacepinas
y los antagonistas del calcio, nifedipino y diltiazem, también fue muy
similar. Todos ellos inhibieron de forma dosis-dependiente el tltimo pulso
de la respuesta contréctil inducida eléctricamente en conducto deferente
aislado de rata.

La potencia relativa que presentaron las benzodiacepinas a nivel
del segundo componente fue Ro 5-4864>diazepam>clonazepam, potencia
relativa que ha sido idéntica a la obtenida en los experimentos de
estimulacién con noradrenalina exégena, con calcio y en preparaciones
despolarizadas con KCI.

También en este caso, para estudiar mds profundamente la posible
relacién existente entre el mecanismo de accién de las benzodiacepinas a
nivel periférico con los mecanismos mediados por el calcio, se realizaron
experimentos en los que se duplicé y triplic6 la cantidad de calcio del
medio.

Cuando se duplicé la concentracién de calcio extracelular se observé
una reversién parcial de la inhibicién por las benzodiacepinas y por el PK
11195, asi como por los antagonistas del calcio, nifedipino y diltiazem. Por
el contrario, al triplicar la concentracién de calcio del medio tinicamente
se consigui6 una reversién total del efecto en el caso del nifedipino,
diltiazem y PK 11195. En cambio, en el caso de las benzodiacepinas no se
obtuvo una reversién significativamente distinta a la obtenida con una
concentracién doble de calcio.

El hecho que se revirtiera de forma parcial el efecto inhibidor de
las benzodiacepinas refleja que su mecanismo de accién presenta otros
componentes ademds del posible bloqueo de la entrada de calcio, como ya
se habfa puesto de manifiesto en experimentos anteriores.
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Por otro lado, tanto el Ro 5-4864 como el diazepam potenciaron
el efecto inhibidor de la adenosina en las contracciones inducidas
eléctricamente en conducto deferente de rata. Sin embargo, en presencia
de la HNBTG, ninguno de estos firmacos fue capaz de potenciar la
respuesta a la adenosina. Ademds, tampoco afectaron la accién de la
2-cloroadenosina, derivado adenosinico que no es sustrato del sistema de
recaptacién. Estos resultados indican que parte del efecto del Ro 54864 y
el diazepam puede deberse a la inhibicibn de la recaptacién de la
adenosina. No obstante, ni el PK 11195 ni el clonazepam se mostraron
capaces de potenciar la accién inhibidora de la adenosina tanto en
presencia como en ausencia de la HNBTG.

Las concentraciones a las que aparece este efecto y los compuestos
que lo manifiestan evidencia que el receptor benzodiacepinico periférico de
afinidad nanomolar no parece estar involucrado en el sistema de
recaptacién de la adenosina. Es m4s probable, que se trate de un efecto
competitivo de estas benzodiacepinas con la adenosina por su unién a este
transportador, competencia ésta basada en cierta analogia estructural del
nicleo benzodiacepinico y purinérgico.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos, se determiné mediante
una metodologia m4s especifica la influencia de las benzodiacepinas en los
mecanismos de regulacién de la movilizacién del calcio.

Se precisa una elevacién de la concentracién de calcio en el citosol
para que se produzca la contraccién del miisculo liso. Este aumento del
calcio intracelular se puede producir por la entrada de este i6n a través
de canales (voltaje-dependientes o receptor-dependientes) y también por la
movilizacién de calcio de sus almacenes intracelulares.

En primer lugar, se comprobé si la accién inhibidora de las
benzodiacepinas a nivel de 6rgano aislado implicaba un bloqueo de la
captacién de calcio, a través de los canales voltaje-dependientes.
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Se estudi6, por tanto, la influencia de estos compuestos en la
captacién de “Ca*? inducida por KCl en conducto deferente de rata. Los
resultados obtenidos mostraron que Ro 5-4864 y PK 11195 inhibian la
entrada de calcio inducida por KCl, de forma dosis-dependiente, aunque las
concentraciones necesarias para suprimir totalmente la entrada de calcio
son superiores a las que se precisa para anular la respuesta a KCl y
noradrenalina en conducto deferente aislado de rata. Sin embargo,
diazepam y clonazepam, sélo presentaron esta accién a concentraciones
muy elevadas y, por tanto, con poca selectividad.

Estos resultados parecen indicar que el mecanismo prioritario de
accién de estos compuestos no estd relacionado exclusiva y directamente
con los canales de calcio voltaje-dependientes, confirmando los resultados
obtenidos en los experimentos de despolarizacién con KCl en 6rgano
aislado, m4s bien parece que la disminucién de la entrada del calcio sea
el resultado de otro efecto intracelular. Esta hip6tesis se acentia en el
caso del PK 11195, que si bien inhibe la entrada de *“Ca*, en 6rgano
aislado su efecto no se revierte al aumentar la concentracién de calcio del
medio.

A continuacién, se realizaron experiencias para determinar la
influencia de estos compuestos tanto a nivel de la salida de calcio de la
célula, como de la salida de calcio de sus almacenes intracelulares hacia
el citosol.

En el primer caso, si la salida de calcio de la célula se hubiera
visto afectada por las benzodiacepinas o el PK 11195, este efecto se
traduciria en una disminucién de la concentracién de calcio a nivel
intracelular y por tanto en la inhibicién de la contraccién del misculo liso.
Sin embargo, los resultados obtenidos mostraron que la salida basal de
calcio de la célula no era afectada ni por el Ro 5-4864 ni por el PK 11195,
y que por tanto la accién inhibidora de estos compuestos a nivel del

muisculo liso no implicaba a los mecanismos de extrusién de calcio de la
célula.
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En segundo lugar, el estudio de la influencia de estos compuentos
en la salida de calcio de los almacenes intracelulares se llevo a cabo
mediante la estimulacién de la célula con noradrenalina ex6gena. En
determinadas condiciones experimentales este protocolo es una medida de
la movilizacién de calcio de sus almacenes intracelulares (Deth y col.,
1977). En este caso los compuestos estudiados tampoco modificaron la
salida de calcio inducida por noradrenalina de los almacenes intracelulares.
Por otra parte, a priori era poco probable que estos compuestos produjeran
un aumento en la liberacién de calcio de sus almacenes intracelulares, ya
que ello supondria haber observado en las preparaciones en érgano aislado
una accién contracturante de las benzodiacepinas y del PK 11195 per se,
hecho que no se puso de manifiesto en ningin caso.

De forma global parece, pues, que las benzodiacepinas periféricas
son capaces de afectar la respuesta contrédctil inducida por estimulos
relacionados con el calcio en el conducto deferente de rata. Esta inhibicién
se debe, en parte, a un bloqueo de la entrada de calcio, pero ello no
explica totalmente el comportamiento de estos compuestos. Probablemente
en este efecto inhibidor entren en juego otros mensajeros secundarios
intimamente relacionados con dicho i6n. La potenciacién de los efectos de
la adenosina parece ser simplemente un efecto adicional al antes descrito.

Es por ello que los estudios siguientes se encaminaron a
determinar los efectos de las benzodiacepinas en procesos mediados por
otros sistemas efectores del musculo liso.

Uno de estos mecanismos de regulacién de la concentracién de
calcio a nivel intracelular se centra en el sistema de segundos mensajeros
de los fosfatidilinositoles; debido a ello se estudié la implicacién de este
sistema con el mecanismo de accién de las benzodiacepinas y del PK 11195
en el misculo liso. Los resutados obtenidos en esto experimentos mostraron
que dosis elevadas de Ro 5-4864 no afectaban la hidrélisis de los
fosfatidilinositoles, lo cual permitia descartar la influencia de este
compueto en dicho sistema; en el caso del PK 11195 s6lo se observé un
pequenio grado de inhibicién a dosis elevadas. Esta inespecificidad junto
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a los resultados negativos con el otro compuesto ensayado, permiten
descartar que la accién de las benzodiacepinas, a las dosis ensayadas, se
centre en este sistema de regulacién.

Se crey6 oportuno seguir este estudio con el efecto de estos
compuestos sobre un sistema que implicara la participacién de las
proteinas G. Debido a ello, se llevaron a cabo una serie de experimentos
en los que se determiné la influencia de las benzodiacepinas y del PK
11195 en las contracciones inducidas por activacién del sistema colinérgico.
Para ello, se escogié la preparacién del duodeno aislado de rata y las
contracciones inducidas por carbacol.

En estas condiciones, tanto las benzodiacepinas como el PK 11195
provocaron un desplazamiento de las curvas dosis-respuesta al carbacol
hacia la derecha, de forma no paralela. El orden de afinidad que
presentaron en este caso fue idéntico al de los anteriores experimentos en
6rgano aislado. Sin embargo, cabe destacar que las CI;, que se obtuvieron
fueron mds pequerias que en los casos anteriores, indicando una mayor
selectividad de accién a nivel de este tipo de respuesta.

Asimismo, se estudié la influencia del calcio extracelular en esta
preparacién y, al igual que en conducto deferente aislado de rata, se
produjo una reversi6n parcial del efecto inhibidor de las benzodiacepinas
pero no del PK 11195.

Estd descrita la regulacién directa e indirecta de ciertos canales
i6nicos por proteinas G (Bockaert, 1989). Teniendo en cuenta que las
benzodiacepinas ensayadas se mostraron muy efectivas inhibiendo las
contracciones inducidas por carbacol en duodeno de rata y que esta accién
estaba modulada, en parte, por la concentracién de calcio del medio, se
estudié la accién de estos compuestos en la incorporacién de “*Ca*? en
conducto deferente de rata inducida por AlF,, descrito como un activador
inespecifico de las protefnas G (Bigay y col., 1985). Los resultados de estos
experimentos fueron negativos, es decir no se observé la inhibicién de la
entrada de calcio inducida por AlF, en conducto deferente de rata.
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Sin embargo, ya que la accién de los receptores colinérgicos esta
mediada principalmente a través del sistema de activacién-inhibicién de
las protefnas G, se realizé un estudio de la actividad de estos compuestos
sobre dichas proteinas, a nivel de 6rgano aislado.

La inhibicién de las contracciones inducidas por carbacol en
duodeno aislado de rata por las benzodiacepinas y el PK 11195, fue
eficazmente anulada cuando se incorporé al medio el AlF,. Asimismo, el
Ro 54864 y el PK 11195 inhibian las contracciones inducidas por esta
sal en duodeno aislado de rata. Esto hecho parece indicar que estos
compuestos actuan a nivel del sistema de regulacién de las proteinas G o
de algin mediador directamente modulado por estas proteinas. Parece ser
que la accién contracturante del AlF, estd relacionada con su capacidad
de estimular la G, y la G, (Zeng y col., 1989) y como se comprobé
experimentalmente no es dosis-dependiente. La inhibicién de las proteinas
G,, como diana de la accién de estos compuestos, no parece probable ya
que, como hemos indicado anteriormente, estos compuestos mostraron una
actividad practicamente nula sobre la hidrélisis de los fosfatidilinositoles,
sin modificar la entrada de calcio inducida por AlF,. Todo ello nos inducia
a creer que el efecto de estos compuestos sobre las contracciones por
carbacol y AlF, estaba relacionado o bien con el sigtema de las proteinas
G, o con el sistema del AMPc.

Por otra parte, los resultados obtenidos en los experimentos con
toxina pei'tussis y toxina colera en las preparaciones de duodeno aislado
de rata, ponen de manifiesto que la accién inhibidora del Ro 5-4864 y el
PK 11195 en las contracciones inducidas por carbacol no est4 mediada por
las proteinas G, o G,. En el primer caso la presencia de toxina pertussis,
inhibidora del sitema G, deberia haber anulado el efecto de estos
compuestos en el caso de que la inhibicién inducida por ellos en las
contracciones por carbacol en duodeno fuera mediada por la proteina G
por el contrario, el efecto observado es una potenciacién de este efecto
inhibidor. En segundo lugar la presencia de toxina colera, cuya accién se
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centra en la activacién de la proteina G,, no afectaba la accién de estos
compuetos en este tipo de preparacién.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos parece probable
que la accién de estos compuestos a nivel de tejidos periféricos, una vez
eliminado su posible interaccién con la movilizacién del calcio y teniendo
en cuenta su capacidad para inhibir las contracciones inducidas por varios
estimulos diferenciados, esté relacionada con la modulacién de algin
sistema efector implicado en la contraccién del musculo liso.

Uno de los principales sistemas de regulacién de la contraccién en
el misculo liso estd integrado por los nucleétidos ciclicos, como el AMPc
y el GMPc. Existen diferentes mecanismos de regulacién para la formacién
y degradacién de estos compuestos, en los cuales se puede actuar para
modular su accién.

Ya que las dos toxinas ensayadas no anulan el efecto de estos
compuestos, se puede descartar una accién inhibidora de la adenilato
ciclasa.

Por otra parte, el hecho de que estas benzodiacepinas sean capaces
de modular la recaptacién de la adenosina, las relaciona con el mecanismo
de accién de fdrmacos que presentan también esta accién, como el
dipiridamol. Este compuesto se caracteriza también por su actividad
inhibidora de la fosfodiesterasa. Este enzima es capaz de desactivar el
AMPc y el GMPc, degraddndolos.

Si consideramos que el aumento de AMPc a nivel del misculo liso
induce una relajacién de éste, los compuestos capaces de inhibir la
fosfodiesterasa inactivadora del AMPc¢ inducen un incremento de éste y,
por tanto, una relajacibn de la musculatura lisa. Descartados otros
mecanismos, es posible que las benzodiacepinas y el PK 11195 actdan de
forma andloga al dipiridamol inhibiendo la fosfodiesterasa. El hecho de que
en la determinacién preliminar del efecto de las benzodiacepinas y del PK
11195 sobre la actividad fosfodiesterasa, se haya observado que estos
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compuestos son capaces de inhibir este enzima, apoya la tesis antes
planteada y permite suponer que la inhibicién de la contraccién en
conducto deferente y duodeno de rata inducida por estos compuestos sea
debida a un efecto modulador de la actividad fosfodiestresa. Por iltimo
cabe sefialar el papel del calcio y calmodulina en la regulacién de ciertas
fosfodiesterasas, lo que explicaria los efectos observados relativos a la
modulacién y control de los niveles intracelulares de este ién.



IV.-CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1.- Las tres benzodiacepinas ensayadas, Ro 5-4864, diazepam y
clonazepam, asfi como el PK 11195, antagonista de los receptores
benzodiacepinicos periféricos de alta afinidad, inhiben, de manera dosis-
dependiente, las contracciones inducidas por diferentes estimulos a nivel de
la musculatura lisa (conducto deferente y duodeno de rata). El orden de
potencia relativa que han presentado ha sido Ro 54864 > PK 11195 >
diazepam > clonazepam.

2.- La participacién de los receptores benzodiacepinicos centrales en
este efecto inhibidor ha sido descartado utilizando agonistas especificos del
receptor del GABA y el flumazemil.

3.- Ya que el PK 11195 no ha anulado la accibn de las
benzodiacepinas, sino que también ha presentado el mismo patrén de
respuesta y las CI,, obtenidas son del orden micromolar, se deduce que el
mecanismo de accién no estd relacionado con el receptor benzodiacepinico
periférico de afinidad nanomolar.

4.- El efecto inhibidor de estos compuestos es dependiente de calcio,
ya que tanto en conducto deferente como en duodeno aislado de rata se ha
conseguido revertir, en parte, aumentado la concentracién de calcio del medio.

5.- En las contracciones inducidas por KCI en conducto deferente estos
compuestos mostraron una gran selectividad por la respuesta fé4sica, indicando
que afectaban preferentemente a los canales de calcio voltaje dependientes de
activacién-inactivacién rdpida (tipo T), a diferencia de los antagonistas
cldsicos del calcio.

6.- La inhibicién de estos compuestos a nivel de la musculatura lisa
se debe parcialmente a que afectan la incorporacién celular del calcio ya que,
la entrada de “Ca*® es afectada por Ro 5-4864 y PK 11195, aunque muy
poco por diazepam y clonazepam. Los resultados de las experiencias con *Ca*?
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permiten concluir que la inhibicién de la entrada de calcio inducida por
despolarizacién es el resultado de la alteracién de otro sistema efector.

7.- El efecto inhibidor de las benzodiacepinas ensayadas y del PK
11195 no estd relacionado con la movilizacién intracelular del calcio.

8.- Estos compuestos no interaccionan con el sistema de las proteinas
G, pero s{ modifican alguno de los sistemas efectores dependientes de dichas
proteinas.

9.- Ro 5-4864 y diazepam potencian la accién de la adenosina al
inhibir su recaptacién.

10.- Las benzodiacepinas ensayadas y el PK 11195 acttdan a nivel del
sistema de nucleétidos ciclicos, AMPc y GMPc, a través de la inhibicién de
las fosfodiesterasas, probablemente de tipo I, ya que muestran efectos
dependientes de calcio y relacionados con la recaptacién de adenosina.



V.-BIBLIOGRAFIA



212

Ambache,N,Zar,MA,1971

Evidence against adrenergic motor transmissifon in the guinea-pigvas
deferens

J. Physiol,216,359-389.

*

Amobi,NIB,Smith,ICH,1986

Effect of calmodulin antagonist, W-7 on neuromuscular response of isolated
rat vas deferens

J. Physiol.,381,103P.

*

Amobi,NIB,Smith,ICH,1987a

A study of the post-tetanic twitch depression at the prostatic end of the
rat vas deferens

Eur. J. Physiol.,408,628-633.

*

Amobi,NIB,Smith,ICH,1987b

Effects of a3-metilenATP on biphasic responses of rat vas deferens

Eur. J. Pharmacol.,133,75-82.

*

Anholt,RRH,DeSouza,EB,Oster-Granite, ML,Snyder,SH,1985

Peripheral benzodiazepine receptors: autoradiographic localizationin whole
body sections of neonatal rats

J. Pharmacol. Exp. Ther.,233,517-526.

&

Anholt,RRH,Murphy, KMM,Mack,GE,Snyder,SH,1984

Peripheral-type benzodiazepine receptors in the central nervous system:
localization to olfactory nerves

J. Neurosc.,4,593-603.

*

Anholt,RRH,Pedersen,PL,DeSouza,EB,Snyder,SH,1986

The peripheral-type benzodiazepine receptors: localization to the
mithocondrial outer membrane

dJ. Biol.Chem.,261,576-583.

*

Asano,T,Sakibara,J,Ogasawara,N,1983



213

Molecular sizes of photolabeled GABA and benzodiazepine receptors are
identical

FEBS Lett.,151,277-280.

*

Auger,KR,Serunian,LA,Soltoff,ST,Libby,P,Cantley,L.C,1989
PDGF-dependent tyrosine phosphorylation stimulates production of novel
polyphosphoinositides in intact cells

Cell,57,167-175.

t

Barnes,CM,White,WF,Ditcher,MA,1983

Etazolate (SQ 20009): Electrophysiology and effects on [3H]flunitrazepam
binding in cultured cortical neurons

J. Neurosci.,3,726-772.

&

Baukal,AJ,Gaetan,G,Rubin,R,Spat,A,Catt,KJ,1985

Binding sites for inositol trisphosphate in the bovine adrenal cortex
Bochem. Biophys. Res. Commun.,113,532-538.

*

Beaumont,K,Skowronski,R,Vaughn,DA,Fanestil,DD,1988

Interactions of lipids with peripheral type benzodiazepine receptors
Biochem. Pharmacol.,37,1009-1014.

*

Benavides,J ,Fage,D,Carter,C,Scatton,B,1987

Peripheral-type benzodiazepine binding sites are a sensitive indirect index
of neuronal damage

Brain Res.,421,167-172.

*

Benavides,J,Quateronet,D,Imbault,R,Malgouris,C,LeFur,G,1983

Labelling of peripheral type benzodiazepine binding sites in the rat brain
by using [3H]PK 11195, and isoquinoline carboxamide derivative: kinetics
studies and autoradiographic localization

J. Neurochem.,41,1744-1750.

*
Benavides,J,Savaki,HE,Malgouris,C,Laplace,C,Daniel,M,1984
Autoradiographic localizations of peripheral benzodiazepinebinding sites in



214

the cat brain with [3H]PK 11195.

Brain Res. Bull.,18,49-61.

*

Bender,AS,Hertz,L,,1985

Pharmacological evidence that the non-neuronal diazepam binding site in
primary cultures of glial cells is associated with acalcium channel

Eur. J. Pharmacol.,110,287.

*

Benham,CD,Tsien,RW,1987

A novel receptor-operated Ca*’-permeable channel activated by ATP in
smooth muscle

Nature,328,275-278.

®

Berridge,MJ,1983

Rapid accumulation of inositol trisphosphate reveals that agonists
hydrolyse polyphosphoinositides instead of phosphatidylinositol

Biochem. J.,212,849-858.

+

Berridge,MJ,1989

Inositol trisphosphate, calcium, lithium and cell signalling

J. Amer. Med. Ass.,262(13),1834-1841.

*

Berridge,MJ,Irvine,RF,1984

Inositol trisphosphate, a novel second messenger in cellular signal
transduction

Nature,312,315-321.

%

Berridge,MJ,Downes,CP,Hanley,MR,1982

Lithium amplifies agonist-dependent phosphatydilinositol responses in brain
and salivary glands

Biochem. J.,206,587-595.

e

Bigay,J,Deterre,P,Pfister,C,Chanvre,M, 1985

Fluoroaluminates activate transducin-GDP by mimicking the
gamma-phosphate of GTP in its binding site



215

FEBS Lett.,191,181-185.

*

Birnbaumer,L,1990

G proteins in signal transduction

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.,30,675-705.

*

Bloomquist,BT,Shortridge,RD,Schneuwly,S,Perdew,M,Montell,C,1988
Isolation of a putative phospholipase C gene of Drosophila,norpA, and its
role in phototransduction

Cell,54,723-733.

&

Blumenthal, DK, Stull,JT,1980

Activation of skeletal muscle myosin light chain kinase by Ca* and
calmodulin

Biochem.,19,5608-5614.

*

Bockaert,J,1989

Les proteines G etendent leur pouvoir sur les canaux ioniques
M/S,5,562-569.

¥
Bolger,GT,Weissman,H,Lueddens,AS,Basile,CR,Mantione,JE,Barret,JM,Wi
tkin,SM,Paul,SM,Skolnick,P,1985

Late evolutional appearance of peripheral-type binding sites for
benzodiazepines

Brain Res.,338,366.

=

Bourne,HR,1988

Do GTPases direct membrane traffic in secretion?

Cell,53,669-667.

*

Boyer,JL,Garcia,A,Posadas,C,Garcia-Sainz,JA,1984

Differential effect of pertussis toxin on the affinity state of renal o, and
o, adrenoreceptors

J. Biol. Chem.,259,8076-8079.

*



216

Brabet,P,Dumuis,A,Sebben,M,Pantaloni,C,Bockaert,J,Homburger,V,19;88
Inmunocytochemical localisation of the guanine nucleotide binding protein
G, in primary cultures of neuronal and glial cells

J. Neurosci.,8,701-708.

*

Bradford.Rubin,RP,1986

Guanine nucleotide regulation of phospholipase C activity inpermeabilized
rabbit neutrophils: inhibition by pertussis toxin and sensitization to
submicromolar calcium concentrations

Biochem. J.,239,97-102.

*

Braestrup,C,Albrechtsen,R,Squires,RF,1977a

High densities of benzodiazepine receptors in human cortical
Nature,269,702-704.

*

Braestrup,C,Nielsen,M,1981a

[3H]propyl-B-B8arboline-3-carboxylate as a selective radioligand for the BZ1
benzodiazepine receptor subclass

J. Neurochem.,37,333-341.

*

Braestrup,C,Nielsen,M,1981b

GABA reduces binding of [3H]-methyl-B-Barboline-3-carboxylate to brain
benzodiazepine receptors

Nature,294,472-474.

*

Braestrup,C,Nielsen,M,1983

Benzodiazepine receptors

Handbook of Phsycopharmacol.,17,285-384.

*

Braestrup,C,Squires,RF,1977b

Specific benzodiazepine receptors in rat brain characterized by high affinity
[3H]diazepam binding

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,74,3805-3809.

*

Braestrup,C,Squires,RF,1978



217

Pharmacological characterization of benzodiazepine receptors in the brain

Eur. J. Pharmacol.,48,263-270.

*

Breitwieser,GE,Szabo,G,1985

Uncoupling of cardiac muscarinic and beta-adrenergic receptors from ion
channels a guanine nucleotide analogue

Nature,317,538-540.

s

Briley,MS,Langer,SZ,1978

Influence of GABA receptors agonists and antagonists on the binding of
[3H] diazepam to the benzodiazepine receptor

Eur. J. Pharmacol.,52,129-132.

E

Brown,AM,Birnbaumer,1,,1988

Direct G protein gating of ion channel

Am. J. Physiol.,245,H401-H410.

*

Burgess,GM,Godfrey,PP,McKinney,JS,Berridge,MdJ Irvine, RF,Putney, JW,1984
The second messenger linking receptor activation to internal Ca*? release
in liver

Nature,309,63-66.

*

Cantor,EH,Kenessey,G,Semenuck,G,Spector,S,1984

Interaction of calcium channel blockers with non-neuronalbenzodiazepine
binding sites

Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A.,81,1549.

t 3

Cantor,EH,Kennessey,G,Semenuk,G,Spector,S,1984

Interactions od calcium channel blockers witn non-neuronal benzodiazepine
binding sites

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,81,1549.

&

Carafoli,E,Crompton,M,1976

Calcium ions and mitochondria

in,Calcium in biological systems,Duncan.CJ,Ed. Cambrigde University



218

Press,Cambrigde,89-115.

*

Carafoli,E,Tiosso,R,Lugli,G,Crovetti,F,Kratzing,C,1974

The release of calcium from heart mitochondria by sodium

d. Mol. Cell Cardiol.,6,361-371.

*

Carafoli,E,Chiesi,M,Gazzotti,P,1990

The membrane carriers related to intracellular calcium regulation
en,Hypertension: Pathophysiology, diagnosis and management,Chapter
62,Laragh,JH,Brenner,BM,Ed. Raven Press,Ltd.,New York.

*

Carbone,E,Lux,HD,1984

A low voltage activated, fully inactivating Ca channel invertebrate sensory
neurones

Nature,310,501-511.

*

Clanachan,AS,1979

Modification of release by adenosine and adenine nucleotides

en, The release of catecholamines from adrenergic nerves,Paton, DM,

Ed. Pergamon Press,Oxford,267-273.

*

Clanachan,AS,Johns,A,Paton,DM,1977a

Inhibitory actions of adenine nucleotides and adenosine on
neurotrasmission in rat vas deferens

Neuroscience,2,597-602.

&

Clanachan,AS,Paton,DM,1977b

Inhibitory actions of adenine nucleotides and adenosine on transmission in
rat vas deferens

Br. J. Pharmacol.,59,534P.

*

Clanachan,AS ,Marshall,RJ,1980

Potentiation of the effects of adenosine on isolated cardiac and smooth
muscle by diazepam

Br. J. Pharmacol.,71,459-466.



219

*

Cockrocft,S,Gomperts,BD,1985

Role of guanine nucleotide binding protein in the activation of
polyphosphoinositide phosphodiesterase

Nature,314,534-536.

*

Colucci,WS,Brock,TA,Gimbrone,MA,Alexander,RW,1985

Nonlinear relationship between «,-adrenergic receptor occupancy and
norepinephrine-stimulated calcium flux in cultured vascular smooth muscle
cells

Mol. Pharmacol.,27,517-524.

*

Costa,E,Guidotti,A,1979

Molecular mechanisms in the receptor action of benzodiazepines

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.,19,531-545.

*

Costa,E,Guidotti,A,1985

Endogenous ligands for benzodiazepine recognition sites

Biochem. Pharmacol.,34,3399-3403.

£

Coughlin,SR,Escobedo,JA,Williams,LT,1989

Role of phosphatidylinositol kinase in PDGF receptor signaltransductions

Science,243,1191-1194.

*

Cowen,PJ,Green,AR,Nutt,DJ,Martin,JL,1981

Ethyl B-Barboline carboxylate lowers seizure treshold and antagonijzes
flurazepam-induced sedation in rats

Nature,290,54-55.

*

Crompton,M,1985

The regulation of mitochondrial calcium transport in heart

in,Current topics in membrane and trasnport,Shamoo,AE,Ed.Academic
Press,New York,231-276.

*

Davies,J,Polc,P,1978



220

Effect of a water soluble benzodiazepine on the responses of spinal
neurones to acetylcholine and excitaory aminoacids analogues.
Neuropharmacol.,17,217-220.

*

Davies,LP,Huston,V,1981

peripheral benzodiazepine binding sistem in heart and their interaction
with dipyridamole

Eur. J. Pharmacol.,73,209-211.

£

Dawson,AP,1985

GTP enhances inositol trisphosphate-stimulated Ca+2 release from rat liver
microsomes

FEBS Lett.,185,147-150.

*

Dawson,AP,Hills,G,Comerford,JG,1987

The mechanism of action of GTP on Ca*? efflux from rat liver microsomal
vesicles

Biochem. J.,244,87-92.

*

Deng,L,Ransom,R,Olsen,R,1986

[*H] muscimol photolabels the gamma-aminobutyric acid receptor binding
site peptide subunit distinct from that labeled with benzodiazepines
Biochem. Biophys. Res. Commun.,128,1308-1314.

*

Denton,RM,McCormack,JG,1985

The calcium sensitive deshydrogenases of vertebrate mitochondria

Cell Calcium,7,377-386.

#

DePinto,V,Tommasino,M,Benz,R,Palmieri,F,1985

The 35 kDa DCCD-binding protein from pig heart mitochondria is the
mitochondrial porin

Biochem. Biophys. Acta,813,230-242.

*

DeSouza,EB,Anholt,RRH,Murphy,KMM,Snyder,SH,Kuhar,MJ,1985
Peripheral type benzodiazepine receptors in endocrine



221

organs:autoradiographic localization in rat pituitary, adrenals and testis
Endocrinology,116,567-573.

*

Deterre,P,Paupardin-Tritsch,D,Bockaert,J,Gerschenfeld, HM,1982
Cyclic-:AMP mediated decrease in K conductance evoked by serotoninand
dopamine in the same neuron: a biochemical and physiologicalsingle cell
study

Proc. Natl. Acad. Sci. USA,79,7934-7938.

*

Deth,R,Van Breemen,C,1977 |

Agonist induced release of intracellular calcium in the rabbit aorta

J. Membrane Biol.,30,360-365.

B

Devaud,L,Murray,TF,1987

Interactions of pyrethroids insecticides with the peripheral-type
benzodiazepine receptor

Soc. Neurosci. Abstr.,13,1230.

&

Devaud,L,Szot,P,Murray,TF,1986

PK 11195 antagonims of pyrethroid-induced proconvulsant activity

Eur. J. Pharmacol.,120,269-273.

*

DeWinter,JM,Vianen,GM,Van Den Bosch,H,1982

Purification of rat liver mithochondrial phospholipase A2

Biochem. Biophys Acta,712,332-341.

&

Doble,A,Benavides,dJ ,Ferris,0,Bertrand,P,Menager,J,Vuacher,N,Burgjevin,
MC,Uzan,A,Gueremy,C,LeFur,G,1985

Dihydropyridine and peripheral type benzodiazepine binding
sites:subcellular distribution and molecular size determination

Eur. J. Pharmacol.,119,153-167.

*

Doble,A,Ferris,O,Burgevin,MC,Menager,J,Uzan,A,1987
Photoaffinity-laleling of peripheral-type benzodiazepine-bindingsites

Mol. Pharmacol.,31,42-49.



222

*

Dragunow,M,Farell, RLM, 1988

Neuroprotective effects of adenosine

Trends Pharmacol. Sci.,9,193-194.

*

Durell,J,Garland,JT,Friedel, RO,1969

Actylcholine action: Bichemical aspects

Science,165,862-870.

*

Eggermont,JA,Vrolix,M,Raeymaekers,L, Wuytack,F,Casteels,R,,1988
Ca**-transport ATPase of vascular smooth muscle

Circ. Res.,62,266-278.

*

Ehrlich,BE,Watras,J,1988

Inositol 1,4,5-trisphosphate activates a channel from smoothmuscle
sarcoplasmic reticulum

Nature,336,583-586.

*

Euler,US von,Hedqvist,P,1969

Inhibitory action of prostaglandin E1 and E2 on the neuromuscular
transmission in the guinea pig vas deferens

Acta Physiol. Scan.,93,572-573.

*

Ferrendelli,JA,Daniels-McQueen,S,1982

Comparative actions of phenytoin and other anticonvulsant drugs on
potassium- and veratridine- stimulated calcium uptake in synaptosomes
dJ. Exp. Ther.,220,29-34.

*

Fesenko,EE,Kolesnikov,SS,Lyubarky,AL,1985

Induction by cyclic GMP of a cationic conductance in plasmamembrane of
retinal rod outer segment

Nature,313,310-323.

*

Fieck,C,Benz,R,Roos,N,Brdiczka,D,1982

Evidence for identity between the hexokinase-binding protein and the



223

mithocondrial porin in the outer membrane of rat liver mithocondria
Biochim. Biophys. Acta,688,429-440.

*

File,SE,Lister,RG,1983

The anxiogenic action of Ro 5-4864 is reversed by phehytoin
Neurosci Lett.,35,93-96.

*

Flaim,S,Zelis,R,1982

Calcium bockers. Mechanisms of action and clinical applications

Ed. Urban and Schwarzenberg,Baltimore\ Maryland.

*

Fleckenstein,A,1983a

Calcium antagonist in heart smooth muscle

en,Experimental facts and therapeutic prospects, Ed. Wiley,NewYork,1,399.
*

Fleckenstein,A,1983b

History of calcium antagonists

Circ. Res.,52,13-116.

*

Fleckenstein,A,Fleckenstein,G,Frey,M,Zorn,J,1987

Future directions in the use of calcium antagonists

Amer. J. Cardiol.,59,117B-187B.

*

Fleckensteins,A,Van Breemen,C,Gross,R,Hoffmeister,F,1986
Cardiovascular effects of dihydropyridine type calcium antagonists and
agonists

Ed. Springer Verlag,Berlin.

3

Flérez,J , Armijo,JA,Mediavilla,A,1987

Farmacos hipnéticos

en,Farmacologia Humana.Tomo I, Coleccién Ciencias Médicas, Ed.
Eunsa,Pamplona,317-327.

*

Flérez,J,1989

Benzodiacepinas y antagonistas



224

en,Nuevos Medicamentos. Cursos de La
Granda,Gandia,L,Garrido,B,Garcia,AG, Ed. Farmaindustria,Madrid, 253-
266

*

Fredholm,BB,1988

How does adenosine inhibit transmitter release?

Trends Pharmacol. Sci.,9,130-134.

&

Gill,DL,Veda,T,Chueh,SH,Noel MW,1986

Ca** release from endoplasmic reticulum is mediated by a
guaninenucleotide regulatory mechanism

Nature,320,461-464.

*

Gillespie,JS,Macrae,IM,1983

The contractile response to and the release of noradrenaline by transmural
nerve stimulation in the guinea pig vas deferens and a comparison with
the response to noradrenaline

Br. J. Pharmacol.,80,477-484.

*

Gilman,AG,1984

G proteins and dual control of adenylate cyclase

Cell,36,577-579.

*

Glossman,H,Striessnig,J,1988

Structure and pharmacology of voltage-dependent calcium channels

ISI Atlas of Sci.:Pharmacol.,202,210.

*

Godfraind,T,1976

Calcium exchange in vascular smooth muscle, action of noradrenaline and
lanthanum

dJ. Physiol.,260,21-26.

*

Godfraind,T,Vanhoutte,PM,Govoni,S,Paoletti,R,1985

Calcium entry blockers and tissue protection

Ed. Raven Press,New York.



225

*

Godfraind,T,Morel,N,Wibo,M,1988

Tissue specificity of dihydropyridine-type calcium antagonist in human
isolated tissues

Trends Pharmacol. Sci.,9(1),37-39.

*

Gold,GH,Nakamura,T,1987

Cyclic nucleotide gated conductances: a new class of ion channels mediates
visual ans olfactory conductance

Trens Pharmacol. Sci.,8,312-316.

*

Gonzdlez,RA,Crews,FT,1985

Cholinergic and adrenergic stimulated inositide hydrolysis in brain:
interaction, regional distribution, and coupling mechanism

J. Neurochem.,45,1076-1084.

*

Goodhart,M,Ferry,N,Geynet,P,Hanoune,J,1982

Hepatic o, adrenergic receptors show agonist-specific regulation by guanine
nucleotides

dJ. Biol. Chem.,257,11577-11583.

£

Grandison,L,1981

Characterization of benzodiazepine binding an action on rat anterior
pituitary cells

Neuroscience,7,Abstrac,503.

E ]

Gray,PW,Glaister,D,Seeburg,P,Guidotti,A,Costa,,E,,1986

Cloning and expresion of cDNA for human diazepam binding inhibitor, a
natural ligand of allosteric regulatory site of the gamma-aminobutyric acid
type A receptor

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,83,7547-7551.

£

Gross,R,Bechem,M,Kayser,M,Schramm,M, Tariel,R,Thomas,G,1985

en, Effects of calcium antagonistics 1,4-dihidropiridine, Bay K 8644 on the
heart. 218-232.



226

*

Guidotti,A Forchetti,CM,Corda,MG,Konkel,C,Bennett,CD,Costa,E,1983
Isolation, characterization and purification to homogeneity of an
endogenous polypeptide with agonist action on benzodiazepine receptors
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,80,3531-3535.

*

Guidotti,A,Toffano,G,Costa,E,1978

An endogenous protein modulates the affinity of GABA and benzodiazepine
receptors in rat brain

Nature,275,553-555.

&

Harris-Warrick,RM,Hammond,C,Paupardin-Tritsch,D,1988

An o, subunit of a GTP binding protein inmunologically related to G,
mediates a dopamine induced decrease of calcium current in snail neurons
Neuron,1,27-32.

*

Hasselbach,W,Makinose,M,1961

Die calcium pumpe der "Erschlaffungsgrana” des muskels und ihre
Abhngigkeit von der ATP-spaltung

Biochem. Z,33,518-528.

*

Hauser,G,Eichberg,J,1973

Improved conditions for the preservation and extraction of
polyphosphoinositides

Biochem. Biophys. Acta,326,201-209.

*

Hay,DWP,Wadsworth,RM,1984

Effects of KCl on ““Ca uptake and efflux in the rat vas deferens

Br. J. Pharmac.,81,440-447.

L

Hay,DWP,Wadsworth,RM,1982

Effects of some organic calcium antagonists and other procedures affecting
Ca* translocation on KCl-induced contractions in the rat vas deferens
Br.J.Pharmacol.,76,103-113.

*



227

Hepler,JR,Harden,TK,1986

Guanine nucleotide-dependent pertussis toxin insensitive stimulation of
inositol phosphate formation by carbachol in a membrane preparation from
human astrocytoma cells

Biochem. J.,239,141-146.

%

Hescheler,J,Rosenthal, W, Trautwein, W,Shultz,G,1987

The GTP binding protein, G,, regulates neuronal calcium channels
Nature,325,445-447.

*

Hirsch,JD,1984

Peripheral and central-type benzodiazepine binding sites in mammalian
ocular tissues

Exp. Eye Res.,38,101-104.

&

Hirsch,JD,Beyer,CF,Malkowitz,L,Loullis,CC,Beer,B,Blume,AJ,1988

A functional analysis of mitochondrial benzodiazepine receptor

FASEB J.,2,A619.

*

Hirst,GDS,Neil, TO,1980

Evidence for two populations of excitatory receptors for noradrenaline on
arteriolar smooth muscle

Nature,283,769-772.

k3

Hokin,MR,Hokin,LE,1953

Enzyme secretion and the incorporation of *P into phospholipids of
pancreas slices

J. Biol. Chem.,203,967-977.

*

Homburger,V,Brabet,P,Audigier,Y,Pantaloni,C,Bockaert,J,Rouot,B,1987
Inmunological localisation of the GTP binding protein G, indifferent tissues
of vertebrates and invertebrates

Mol. Pharmacol.,31,313-319.

*

Hondeghem,LM,Katzung,BG,1977



227

Time- and voltage-dependent interactions of antiarrhythmic drugs with
cardiac sodium channels

Biochem. Biophys. Acta,372,373-398.

*

Hondeghem,LM,Katzung,BG,1984

Antiarrhythmic agents: the modulated receptor mechanism of action of
sodium and calcium channel-bloking drugs

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.,24,387-423.

*
Hunkeler,W,Méhler,H,Pieri,L,Polc,P,Bonetti,EP,Cumin,R,Schaffner,R,
Haefely,W,1981

Selective antagonist of benzodiazepines

Nature,290,514-516,

*

Huxley,AF,1971

The activation of striated muscle and its mechanical response

Proc. R. Soc. Lond. [Biol.],178,11. '

*

Ikebe,M,Iragaki,M,Kanamaru,K,Hidaka,H,1985

Phosphorylation of smooth muscle light chain kinase by calcium activated,
phospholipid dependent protein kinase

J. Biol. Chem.,260,4547-4550.

*

Irvine,RF,Brown,KD,Berridge,M.J,1984

Specificity of inositoltrisphosphate-induced calcium release from
permeabilized Swiss-mouse 3T3 cells

Nature,222,269-272.

*

Irvine,RF,1989

Functions of inositol phosphates

en, I nositol 1ipids in cells
signalling,Michell, RH,Drummond,AH,Downes,CP,Ed. = Academic Press
Inc.,Orlando,135-161.

&

Irvine,RF,Letcher,Ad,Heslop,JP,Berrigde,MJ,1986a



228

The inositol tris/tetrakis phosphate pathway-demonstration of Ins(1,3,4)P3
kinase activity in animal tissue

Nature,320,631-634.

o

Irvine,RF,Moor,RM,1986b

Micro-injection of inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphate activates sea urchin
eggs by a mechanism dependent on external Ca*®

Biochem. J.,240,917-920.

*

Irvine,RF,Moor,RM,Pollock, WK,Smith,PM,Wreggett,KA,1988

Inositol phosphates: proliferation, metabolism and function

Philos. Trans. R. Soc. Lond. Biol.,320,281-298.

*

Janis,RA,Triggle,DJ,1983

New developments in calcium channels antagonists

J. Med. Chem.,26,775-785.

*

Jensen,M,Lambert,JDC,1986

Electrophysilogical studies in cultures mouse CNS neurones of the action
of an agonist and inverse agonist at the benzodiazepine receptor

Br. J. Pharmacol.,88,717-731.

*

Johns,A,Lategan, TW,Lodge,NJ,Ryan,US,Van Breemen,C,Adams,DJ,1987
Calcium entry through receptor-operated channels in bovine pulmonary
artery endothelial cells

Tissue & Cell,19(6),733-745.

*

Jones,BJ,Oakley,NR,1981 _

The convulsant properties of methyl-8-carbolines-3-carboxylate in the mouse
Brit. J. Pharmacol.,74,884P-885P.

*

Jorgensen,AO,Shen, ACY,MacLennan,DH,Tokuyasu,KT,1982
Ultrastructural localization of the Ca**>-Mg'*-dependent ATPase of
sarcoplasmic retocllum in rat skeletal muscle by ferritin labelling of
ultrathin frozen sections



229

J. Cell Biol.,92,409-416.

*

Kaibuchi,K,Takai,Y,Nishizuka,Y,1981

Cooperative roles of various membrane phospholipids in the activation of
calcium-activated, phospholipid-dependent protein kinase

J. Biol. Chem.,256(14),7146-7149.

*

Kamp,TJ,Miller,RJ,1987

Voltage sensitive calcium channels and calcium antagonists

ISI Encyclopedia Pharmacol.,1,133-138.

*

Kaplan,NM, 1988

Calcium and calcium antagonists in the treatement of hypertension

Isi Atlas of Sci.,2(1),61-65.

*

Karaki,H,Weiss,GB,1988

Calcium release in smooth muscle

Life Sci.,42,111-122.

*

Karobath,M,Sperk,G,1979

Stimulation of benzodiazepine receptor binding by gamma-aminobutyric
acid

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,76,1004-1006.

*

Kerr,LM,Filloux,F,Olivera,BM,Jackson,H,Wamsley,JK,1988
Autoradiographic localization of calcium channels with [*]]
omega-conotoxin in rat brain

Eur. J. Pharmacol.,146,181-183.

*

Kerr,LM,Yoshikami,D,1984

A toxic peptide from the venom of a marine snail blocks calcium
evoked-release of neurotransmitter

Nature,30,282.

*

Khoyi,MA,Westfall, DP,Gerthoffer, WT,1987



229

Effects of potassium and norepinephrine on calcium influx in guinea pig
vas deferens

Eur. J. Pharmacol.,140,58-62.

*

Kikkawa,U,Takai,Y,Minakuchi,R,Inohara,S,Nishizuka,Y,1982
Calcium-activated, phospholipid-dependent protein kinase from rat brain.
Subcellular distribution,purification, and properties

J. Biol. Chem.257(22),13341-13348.

*

Kish,SJ,Sperk,J,Hornykiewicz,0,1983

Alterations in benzodiazepine and GABA receptors binding in rat brain
following systemic injection of kainic acid
Neuropharmacology.,22,1303-1309.

*

Kishimoto,A,Kajikawa,N,Shiota,M,Nishizuka,Y,1983

Proteolytic activation of calcium-activated, phospholipid-dependent protein
kinase by calcium-dependent neutral protease

J. Biol. Chem.,258,1156-1164.

*

Kistler,J,Stroud, RM,Klimkowsky,MW,Lancrette,RA,Fariclugh,RH,1982
Structure and function of an acetylcoline receptor

Biophys. J.,37,371-383.

&

Klee,CB,Vanaman,TC,1982

Calmodulin

Adv. Protein Chem.,35,621-629.

#

Kraft,AS,Anderson,WB,1983

Phorbol esters increase the amount of Ca*?, phospholipid-depedent protein
kinase associated with plasma membrane

Nature,301,621-627.

*

Krause,J,Hay,R,Kowollic,C,Brdicza,D,1988

Cross-linking analysis of yeast mithocondrial outer membrane

Biochem. Biophys. Acta,860,672-689.



230

%*

Kuno,M,Gardner,P,1987

Ion channels activated by inositol 1,4,5-trisphosphate in plasmamembrane
of human T-lymphocites

Nature,326,301-304.

*

Kuprinski,J,Coussen,F,Bakalyar,HA,Tang,WJ,Feinstein.1989

Adenyl cyclase amino-acid sequence possible channel-like or tansporter-like
structure

Science,244,1558-1564.

*

Laird,HE,Duerson,K,Buckley,AR,Montgomery,DW,Russell, DH,1987
Peripheral bemzodiazepine (BZ) receptor enhances prolactin(PRL)-dependent
mitogenesis im N62 node lymphoma cells

Fed. Proc.,46,528.

*

Leeb-Lundberg,LLM,Olsen,RW,1982

Heterogeneity of benzodiazepine receptor interactions  with
gamma-aminobutyric acid and barbiturate receptor sites

Mol. Pharmacol.,23,315-325.

*
LeFur,G,Perrier,ML,Vaucher,N,Imbault,F,Flamier,A,Benavides,J,Uzan,A,R
enault,C,Dubroeucq,MC,Gueremy,C,1983a

Peripheral benzodiazepine binding sites: effecs of PK
11195,1-(2-chlorophenyl)-N-methyl-N-(1-methylpropyl)-3-
isoquinolinecarboxamide. I. In vitro studies.

Life Sci.,32,1839-1847.

*

LeFur,G,Uzan,A,Gueremy,C,Benavides,J,1983c

Peripheral benzodiazepine binding sites: in vivo and in vitro labelling by
[*HIPK 11195

Neurosci.,9,Abstrac,405.

*
LeFur,G,Vaucher,N,Perrier,ML,Flamier,A,Benavides,J,Renault,C,
Dubroeucq,MC,Gueremy,C,Uzan,A,1983b



231

Differentiation between two ligands for peripheral benzodiazepinebinding
sites, [3H]Ro 5.4864 and [3H]PK 11195, by thermodynamic studies.

Life Sci.,33,449-457.

*

Lenting, HBm,Neys,FW,Van Den Bosch,H,1987

Hydrolysis of exogenous substrates by mitochondrial phospholipase A,
Biochem. Biophys. Acta,917,178-185.

*

Limbird,LE,1981

Activation and attenuation of adenylate cyclase: the role of GTP-binding
proteins as macromolecular messengers in receptor-cyclase coupling
Biochem. J.,195,13.

*

Lister,RG,Nutt,DJ,1987

Is Ro 15-413 a specific alcohol antagonist?

Trends Neurosci.,10,223-225.

*

Litosch,I,Fain,JN,1985

Regulation of phosphoinositide breakdown by guanine nucleotides

Life Sci.,39,187-194.

*

Lodge,NJ,Adams,DJ,Johns,A,Ryan,US,Van Breemen,C,1988

Ca* activation of endothelial cells

en,Proc. 2nd Int. Symp. Resistance Arteries,Halpen,W,Ed. Ithaca,New York.
*

Lynch,CJ,Charest,R,Blackmore,PF,Exton,JH,1984

Studies on the hepatic o, -adrenergic receptors modulation of guanine
nucleotide effects by calcium, temperature and age

dJ. Biol. Chem.,260,1593-1600.

E ]

Mannella,CA,1984

Phospholipase induced crystallization of channel in mithocondrial outer
membrane

Science,224,164-166.

%



232

Mantione,CR,Goldman,ME ,Martin,B,Bolger,GT,Luddens,H,1988
Purification and characterization of an endogenous protein modulator of
radioligans binding to peripheral-type benzodiazepijne receptor and
dihidropiridine calcium channel antagonist binding sites

Biochem. Pharmacol.,3,339-347.

e

Marangos,PJ,Patel,J,Boulenger,JP,Clark-Rosenberg,R,1982
Characterization of peripheral benzodiazepine binding sites in brain using
[PH]Ro 5-4864

Mol. Pharmacol.,22,26-32.

#

Mathers,DA,Barker,JL,1980

(-)Pentobarbital opens ion channels of long duration in cultures mouse
spinal neurons

Science,209,507-509.

*

Matthew,E,Lanskin,JD,Zimmerman,EA,Weintein,JB,Hsu,KD,Eglenhard,
DZ,1981

Benzodiazepines have high affinity binding sites and induced melanogenesis
in B16/c3 melanoma cells

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,78,3935-3939.

#

McDonald,RL,Barker,JL,1978

Benzodiazepines specifically modulate GABA-mediated post-synaptic
inhibition in cultured mammalian neurones

Nature,271,563-564.

*

Meldrum,L.A,Burnstock,1983

Evidencia that ATP acts as a cotransmitter with noradrenaline in
sympathetic nerves supplying the guinea-pig vas deferens

Eur. J. Pharmacol.,92,161-166.

*

Menahan,LA,Hepp,KO,Wieland,0,1969

Liver 3:5-nucleotide phosphodiesterase and its activity in rat livers
perfused with insulin



233

Eur. J. Biochem.,8,435-443.

*

Merritt,E,Taylor,CW,Rubin,RP,Putney,JW,1986

Evidence suggesting that a novel guanine nucleotide regulatory protein
couples receptors to phospholipase C in exocrine pancreas

Biochem. J.,236,337-343.

*

Mestre,M,Carriot,T,Uzan,A,Gueremy,C,LeFur,G,1984a

Cardiac electrophysiological effect of PK 11195, a new ligand of peripheral
benzodiazepine sites

IUPHAR 9th. Int. Congr. Pharmac.,London, Ed. MacMillan,
Abstracts:1830P.

*
Mestre,M,Carriot,T,Belin,C,Uzan,A,Renault,C,Dubroeucq,MC,Gueremy,C,
LeFur,G,1984b

Electrophysiological and pharmacological characterization of peripheral
benzodiazepine receptors in guinea pig heart preparation

Life Sci.,35,9953-9962.

&
Mestre,MT,Carriot,T,Belin,C,Uzan,A,Renault,C,Dubroeucq,MC,Gueremy,C,
Doble,A,LeFur,G,1985

Electrophysiological and pharmacological evidence that peripheral type
benzodiazepine receptors are coupled to calcium channels in the heart
Life Sci.,36,391.

*

Michell, RH,1975

Inositol phospholipids and cell surface receptor function

Biochim. Biophys. Acta,415,81-147.

E3

Minneman,KP,Johnson,RD,1984

Characterization of «o,-adrenergic receptors linked to [*H] inositol
metabolism in rat cerebral cortex

dJ. Pharmacol. Exp. Ther.,230,317-323.

*

Minneman,KP,1988



ol adrenergic receptor subtypes, inositol phosphates, andsources of cell
Ca-i-a

Pharmacol Rev.,40(2),87-119.

*

Mizoule,J,Gauthier,A,Uzan,A ,Renault,C,Dubroeucq,MC,Gueremy,C,
LeFur,G,1985

Opposite effects of two ligands for peripheral-type benzodiazepine binding
sites, PK 11195 and Ro 5-4864, in a conflict situation in the rat

Life Sci.,36,1059-1068.

*

Méhler,H,Okada,T,1977

Benzodiazepine receptor: demostration in the central nervous system
Science,198,849-851.

*

Mbohler,H,Okada,T,1978

Biochemical identification of the site of action of benzodiazepines in human
brain by [°’H] diazepam binding

Life Sci.,22,985-996.

*

Mottram,DR,1988

Agonist at presynaptic receptors on sympathetic nerves differentjially affect
two phases of the contractile response in the ratvas deferens

Pharmacol. Res. Commun.,20(11),963-973.

*

Nakamura,T,Ui,M,1985

Simultaneous inhibitions of inositol phospholipid breakdown, arachidonic
acid release, and histamine secretion in mast cells by islet-activating
protein, pertussis toxin

J. Biol. Chem.,260,3584-3593.

*

Neer,EJ,Clapham,DE,1988

Role of G protein structures in transmembrane signalling
Nature,333,129-134.

*

234



Nelson,BD,Kabir,F,1986
The role of the mitochondrial outer membrane in energy metabolism of

tumor cells

Biochimie,68,407-415.

*

Newman,AH,Lueddens, HWM,Skolnick,P,Rice, KC,1987

Novel irreversible ligands specific for peripheral type benzodiazepine
receptors: (x)-, (+) and (-)-1-(2-chlorophenyl)-N-(1-methylpropyl)-
N-(2-isothiocyanantoethyl)-3-Isoquinoleinecarboxamide and
1-(-2-isothiocyanatoethyl)-7-chloro-1,3-dihydro-5-(4-clorophenil)-2H-1,4-
benzodiazepin-2-one

d. Med. Chem.,30,1901-1905.

*

Nicholls,DG,Akerman,K,1982

Mitochondrial calcium transport

Biochim. Biophys. Acta,683,57-88.

*

Nishizuka,Y,1983

Phospholipid degradation and signal transduction for protein
phosphorilation

trens Pharmacol. Sci.,8,13-16.

*

Nishizuka,Y,1984

The role of protein kinase C in cell cusrface signal transduction and tumor
promotion

Nature,308,693.

*

Nishizuka,Y,1988

The molecular heterogeneity of protein kinase C and its implications for
cellular regulation

Nature,334,661-665.

*

Nowycky,MC,Fox,AP,Tsien,RW,1985

Three types of neuronal calcium channel with different calcium agonist
sensitivity

235



236

Nature,316,440-443.

*

Nutt,DJ,Cowen,PJ,1982

Unusual interaction of benzodiazepine receptor antagonist
Nature,295,436-438.

*

Oakley,NR,Jones,BJ,1980

The proconvulsant and diazepan-reversing effects of
ethyl-B-Barboline-3-carboxylate

Eur. J. Pharmacol.,68,381-382.

&

Ohlendieck,K,Riesinger,],Adams,V,Krause,J,Dieter,B,1986

Enrichement and biochemical characterization of boundary membrane
contact sites fron rat-liver mitochondria

Biochim. Biophys. Acta,860,672-689.

&

Olsen,RW,1982

Role of the gamma-aminobutyric acid receptor-ionophore complex.

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.,22,245-277.

*

Olsen,RW,Snowman,AM,Lee,RJ,Lomax,P,Wamsley,JK,1984

Role of the gamma-amino butyric acid receptor ionophore complex in
seizure disorders

Ann. Neurology,(Suppl.) 16,90-119.

*

Opie,LH,1984

Calcium antagonists and cardiovascular disease

Ed. Raven Press,New York.

#

Opie,LH,1984

Pumps, channels and currents

en,The Heart,Grune,Straton,London,42-46.

*
Ovchinnikov,YA,Gubanov,VV,Khramtsov,NV,Ischenko,KA,Zagranichny,VE,
1987



Cyclic GMP phosphodiesterease from bovine retine. Amino acidsequence of
the al subunit and nucleotide sequence of the corresponding cDNA
FEBS Lett.,223,169-173.

*
Ovchinnikov,YA,Lipkin,VM,Kumarev,VP,Gubanov,VV,Khramtsov,NV,1986
Cycle GMP phosphodiesterase from cattle retina. Amino acid sequence of
the gamma-subunit and nucleotide sequence of the corresponding cDNA
FEBS Lett.,204,286-292.

*

Pato,MD,Kerc,E,1985

Purification and characterization of a smooth muscle myosinphosphatase
from turkey gizzards

dJ. Biol. Chem.,260,12359-12366.

*

Paul,SM,Kempner,ES,Skolnick,P,1981

In situ molecular weight determination of brain peripheral binding
receptors

Eur. J. Pharmacol.,76,465-466.

*

Pellow,S,File,SE, 1984

Behavioural actions of Ro 5-4864: a peripheral-type benzodiazepine?

Life Sci.,35,229-240.

*

Pfaffinger,PJ,Martin,JM,Hunter,DD,Nathanson,NN,Hille,B,1985

GTP binding proteins couple cardiac muscarinic receptors to a K channel
Nature,317,536-538.

*

Pfeilschifter,J,Bauer,C,1986

Pertussis toxin abolishes angiotensin II induced phosphoinositide hydrolysis
and prostaglandin synthesis in rat renal mesangial cells

Biochem. J.,236,289-294,

*

Polc,P,1988

Electrophysiology of benzodiazepine receptor ligands: multiple mechanims
and sites of action

237



Neurobiol.,31 (5),349-424.

*

Polc,P,Bonetti, EP,Pieri,L,Cumin,R,Angioi,RM,Méhler,H,Haefely, W,1981
Caffeine antagonises several central effects of diazepam

Life Sci.,28,2265-2275.

*

Putney,JW,1986

A model for receptor regulated calcium entry

Cell Calcium,7,1-12.

*

Raeymaekers,L,Jones,LR,1986

Evidence for the presence of phospholamban in the endoplasmic reticulum
of smooth muscle

Biochem. Biophys. Acta,882,258-265.

*

Rahwan,RG,Witiak,DT,1982

Calcium antagonists

Ed. American Chemical Society,Washington DC.

*

Rampe,D,Triggle,DJ,1986

Benzodiazepines and calcium channel function

Trends Pharmacol. Sci.,11,461-464.

*

Rampe,D,Triggle,DJ,1987

Benzodiazepine interactions at neuronal and smooth muscle Ca** channels
Eur. J. Pharmacol.,134,189-197.

Ed

Regan,JW,Roeske,WR,Yamamura,HI,1980

[’H] Flunitrazepam binding to bovine and the effect of GABA thereon
Neuropharmacology,19,413-414.

*

Regan,JW,Yamamura,HI,Yamada,S,Roeske,WK,1981

High affinity renal [*H]Flunitrazepam binding: characterization,localiztion
and alteration in hypertension

Life Sci.,28,991-998.

238



239

*

Richards,JC,Mélher,H,Haefely,W,1982

Benzodiazepine binding sites: receptors or acceptors?

Trends Pharmacol. Sci.,3,233.

*

Rivier,JR,Galyean,WR,Gray,A,Azimi-Zonooz,JM,McIntosh,LJ,Cruz,JM,
Olivera,BM, 1987

Neuronal calcium channel inhibitors. Synthesis of omega-CgTx GVIA and
effects of *“*calcium uptake by synaptosomes

J. Biol. Chem.,262,1194.

£

Rosenthal, W,Hescheler,J,Hinsch,KD,Spicher, K,Trautwein,W,Shultz,G,1988
Cyclic AMP-independent, dual regulation of voltage-dependentcalcium
currents by LHRH and somatostatin in a pituitary cell line

EMBO J.,7,1627-1633.

*

Ross,CA,Meldolesi,J,Milner,TA,Satoh,T,Supattapone,S,Snyder,SH,1989
Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor localized to endoplasmic reticulum in
cerebellar Purkinje neurons

Nature,339,468-470.

*

Ruff,MR,Pert,CB,Weber,RJ,Wahl,LM,Paul, SM,1985

Benzodiazepine receptor mediated chemotaxis of human monocytes
Science,229,1281-1283.

*

Saida,K,Van Breemen,C,1984

Cyclic-AMP modulation of adrenoreceptor-mediated arterial smooth muscle
contraction

dJ. Gen. Physiol.,84,307-318.

£

Sanguinetti, MC,Kass,RS,1984

Voltage-dependent block of calcium channel current in the calf cardiac
Purkinje fiber by dihidropyridine calcium channel antagonists

Circ. Res.,55,336-348.

*



240

Schoch,P,Richards,JG,Hring,P,Takacs,B,Sthli,C,Haefely, W,Mhler,H,1985
Co-locatization of GABA a receptors and benzodiazepine receptors in the
brain shown by monoclonal antibodies

Nature,314,168-171.

*

Schofield,PR,Darlison,MG,Fuyjita,N,1987

Sequence and functional expresion of the GABAa receptor shows a ligand
gated receptor super-family

Nature,328,221-227.

*

Schramm,M,Towart,R,1985

Modulation of calcium channel function by drugs

Life Sci.,37,1843.

*

“Schulz,S,Yuen, PST,Garbers,DL,1991

The expanding family of guanynyl cyclases

Trends Pharmacol. Sci.,12,114-120.

%

Schwaiger,M,Herzog,V,Neupert,W,1987

Characterization of translocation contact sites involved in the import of
mitochondrial proteins

dJ. Cell Biol.,105,235-246.

*

Seiler,SM,Arnold,AdJ,Stanton,HC,1987

Inhibitors of inositol trisphosphate-induced Ca** release from isolated
platelet membrane vesicles

Biochem. Pharmacol.,36,3331-3337.

“*

Selinger,Z,Minke,B,1988

Inositol lipid cascade of vision studied in mutant flies

Cold Spring Harbour Symp. Quant. Biol.,53,333-341.

*

Shah,J,Pant,HC,1988

Potassium-channel blockers inhibit trisphosphate-induced calciumrelease in
the microsomal fractions isolated from the rat brain



241

Biochem. J.,250,617-620.

%

Shangold,G,Murphy,S,Miller,R,1988

Gonadotropin-releasing hormone-induced calcium trasients in asingle
identified gonadotropes require both intracellular calcium mobilization and
calcium influx

Proc. Natl. Acad. Sci. USA,85,6566-6570.

*

Shoemaker,H,Bliss,M,Yamamura,HI, 1981

Specific high-affinity saturable binding of [*H]JRo 5-4864 tobenzodiazepine
binding site in rat cerebral cortex

Eur. J. Pharmacol.,71-173.

*

Shoemaker,HH,Boles,RG,Horst,WD,Yakamura,HI,1983

Specific high affinity binding sites for [’H]JRo 5-4864 tobenzodiazepine
binding sites in the rat brain and kidney

J. Pharmacol. Exp. Ther.,225,51-69.

*

Shoemaker,H,Morelli,M,Deshmukh,P,Yamamura,HI,1982

["H]Ro 5-4864 benzodiazepine binding in the kainate lesionedstriatum and
Huntington’s disease basal ganglia

Brain Res.,248,369-401.

*

Shoyab,M,Gentry,LE,Marquandt,H,Todaro,GJ,1986

Isolation and characterization of a putative endogenous benzodiazepine
(endozepine) from bovine and human brain

J. Biol. Chem.,261,11968-11973.

*

Shultz,G,Rosenthal, W,Hescheler,J, Trautwein,W,1990

Role of G proteins in calcium channel modulation

Annu. Rev. Physiol.,52,275-292.

*

Shwartz,A,Taira,N,1983

Calcium channel blocking drugs: a novel intervention for thetreatment of
cardiovascular diseases



242

Cir. Res.,52(II),180.

*

Sibley,DR,Nambai,P,Peters,JR,Lefkowitz,A,1984

Phorbol diesters promote alpha-adrenergic receptor phosporilation and
adenylate cyclase desensitization in duck erythrocytes

Biochem. Biophys. Res. Commun.,121,973-979.

*

Sieghart,W,Karobath,M,1980

Molecular heterogeneity of benzodiazepine receptors

Nature,286,285-287.

*

Sieghart,W,Mayer,A,Drexler,G,1983

Properties of flunitrazepam binding to different benzodiazepine binding
proteins

Eur. J. Pharmacol.,88,291-299.

*

Sigel E,Barnard,EA,1984

A gamma-aminobuturic acid/benzodiazepine receptor complex from bovine
cerebral cortex

J. Biol. Chem.,259,7219-723.

E

Skolnick,P,Paul,SM,1988

The benzodiazepine/GABA receptor chloride channel complex

ISI Atlas Sci. Pharmacol.,1,22.

*

Skowronski,R,Fanestil, DD,Beaumont,K,1988

Photoaffinity-labeling of peripheral-type benzodiazepine receptors in rat
kidney mitochondria with [PH]JPK 14105

Eur. J. Pharmacol.,148,182-193.

*

Smigel,MD,1986

Purification of the catalyst of adenilate cyclase

J. Biol. Chem.,261,1976-1982.

*

Smith,JS,Coronado,R,Meissner,G,1985



243

Sarcoplasmic reticulum contains adenine nucleotide-activated calcium
channels

Nature,316,446-449.

*

Snaveley,MD,Insel,PA,1982

Characterization of o,-adrenergic receptors subtypes in rat renal
cortex:differential regulation of «, and o, adrenergic receptors by
guanilnucleotides and Na*

Mol. Pharmacol.,22,532-546.

*

Sneddon,P,Westfall,DP,1984

Pharmacological evidence that adenosine trisphosphate and noradrenaline
are co-transmitters in guinea pig vas deferens

dJ. Physiol. ,347,569-580.

*

Snyder,SH,Verma,A,Trifiletti,RR,1987

The peripheral-type benzodiazepine receptor: a protein of mitochondrial
outer membranes utilizing porphyrins as endogenous ligands

FASEB J.,1,282-288.

*

Speeding ,M,1987

Three types of Ca*? channel explain discrepances

Trends Pharmacol. Sci.,8(4),115-117.

*

Squires,RF,1983

Benzodiazepine receptor multiplicity

Neuropharmacoly,22,1443-1450.

*

Squires,RF,Braestrup,C,1977

Benzodiazepine receptors in rat brain

Nature,266,732-734.

*

Steinberg,SF,Drugge,ED,Bilezikian,JP,Robinson,RB,1985

Acquisition by innervated cardiac myocytes of a pertussis toxin specific
regulatory protein linked to the o,-receptors



244

Wash. DC,230,186-188,

*

Stephens,L,Hawkins,PT,Downes,CP,1989

Metabolic and structural evidence for the existence of a thirdspecies of
polyphosphoinositide in cells: D-phosphatidyl-myo-inositol-3-phosphate
Biochem. J.,259,267-276.

*

Stephenson,FA,Watkins,AE,Olsen,RW,1982

Physico-chemical characterization of detergent-solubilized
gamma-aminobutyric acid and benzodiazepine receptor proteins from bovine
brain

Eur. J. Biochem.,123,291-298.

*

Streb,H,Irvine,RF,Berridge,MJ,Shulz,1,69>3

Release of Ca** from non mitochondrial intracellular store in pancreatic
acinar cells by inositol 1,4,5-trisphosphate

Nature,306,67-69.

#
Strittmatter,WJ,Hirata,F,Axelrod,J,Mallorga,P,Tallman,JF,Henneberry,
RC,1979

Benzodiazepine and B-adrenergics ligands independently stimulate
phospholipid methylation

Nature,282,857-859.

*

Strupish,J,Cooke,AM,Potter,BVL,Gigg,R,Nahorski,SR,1988

Stereospecific mobilization of intracellular calcium by inositol
1,4,5-trisphosphate

Biochem. J.,253,901-905.

*

Stull,JT,Kamm KE,Taylor,DA,1988

Calcium control of smooth muscle contractility

Amer. J. Med. Sci.,31(10),241-245.

*

Suematsu,E,Hirata,M,Hashimoto,T,Kuriyama,H,1984

Inositol 1,4,5-trisphosphate releases Ca*?* from intracellular store sites in



245

skinned single cells of porcine coronary artery

Biochem. Biophys. Res. Comm.,120,481-485.

3

Supattapone,S,Worley,PF,Baraban,JM,Snyder,SH,1988

Solubilization, purification and characterization of an inositoltrisphosphate
receptor

J. Biol. Chem.,263,1530-1534.

*

Sutherland, EW,Rall,TW,1958

Fractionation and characterization of a cyclic adenine ribonucleotide formed
by tissue particles

dJ. Biol. Chem.,232,1077-1091.

*

Swedin,G,1971

Studies on neurotransmission mechanisms in the rat and guinea pig vas
deferens

Acts Physiol. Scand.,83 (suppl. 369),34.

#*

Taft, WC,DeLorenzo,RJ,1984

Micromolar-affinity benzodiazepine receptors regulate voltage-sensitive
calcium channels in nerve terminal preparations

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,81,3118.

£3

Takahashi,M,Ohizumi,Y,Yasumoto,T,1983

Maiotoxin, a Ca*® channel activator candidate

dJ. Biol. Chem.,257,7283-7289.

*

Tallman,JF,Paul,SM,Skolnick,P,Gallager,DW,1980

Receptors for the age of anxiety: pharmacology of the benzodiazepines
Science,207,274.

*

Tallman,JF,Thomas,JW,Gallager,D,1978

GABAergic modulation of benzodiazepine binding site sensitivity
Nature,274,383-385.

*



246

Tanabe,T,Takeshima,HH,Mikami,A,Flockerzi,V,Takahashi,H,1987

Primary structure of the receptor channel blockers from skeletal muscle
Nature,328,313-318.

*

Taylor,CW,Blakeley,DM,Corps,AN,Berridge,MJ,Brown,KD,1988

Effects of Pertussis toxin on growth factor-stimulated inositolphosphate
formation and DNA synthesis in Swiss 3T3 cells

Biochem. J.,249,917-920.

*

Ticku,MK,1986

Convulsant binding sites on the benzodiazepine/GABA receptor
en,Receptor Biochemistry and Methodology, Olsen,RW,Venter,JC. Ed. Alan
R. Lis,New York,vol.5,195-207.

E

Trifiletti, RR,Verma,A,Snyder,SH,1986

Molecular identification of peripheral type benzodiazepine receptor
Neuroscience,Abstr. 12,666.

*

Triggle,DdJ,Janis,RA,1987

Calcium channels ligands

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.,27,347-469.

*

Tsien,RW,Bean,BP,Hess,P,Nowycky,MC,1983

Calcium channels: mechanism of B-adrenergic modulation and ion
permeation

Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology,157,201-212.

*

Tsien,RW,Fox,AP,Hess,McCleskey, EW,Niulius,B,Nowycky,MC,Rosenberg,R
L,1987

Multiple types of calcium channel in excitable cells

en, Proteins of excitable cells. Society of General Physiologists Series,n®
41,Hille,B,Fambrough,DM, Ed. Wiley-Interscience,New York,167-187.

*

Twort,C,Van Breemen,C,1988

Cyclic GMP-enhanced sequestration of Ca** by sarcoplasmic reticulum in



247

vascular smooth muscle

Circ. Res.,62,961-964.

*

Tulapaty,PDMV,Altura,BT,Altura,BM,1978

Ethanol reduces Ca** concentrations in arterial and venous smooth muscle
Experientia,35(5),639-640.

&

Uhing,RC,Prpic,V Jiang,H,Exton,JH,1986

Hormone stimulated polyphosphoinositide breakdown in rat liver plasma
membranes: roles of guanine nucleotides and calcium

dJ. Biol. Chem.,261,2140-2146.

*

Unnerstall, JR,Kuhar,MJ,Niehoff,DL,Palacios,JE,1981

Benzodiazepine receptors are coupled to a subpopulation of
gamma-aminobutyric acid (GABA) receptors: evidence from a quantitative
autoradiographic study

J. Pharmacol. Exp. Ther,218,797-804.

*

Van Breemen,C,1965

Calcium distribution and exchange in rat uterus

report,PhD thesis,University of Alberta,115-120.

*

Van Breemen,C,1989

Cellular mechanisms regulating [Ca*’] in smooth muscle

Annu. Rev. Physiol.,51,315-329.

*

Van Breemen,C,Saida,K,Yamamoto,H,Hwang,K,Twort,C,1988

Vascular smooth muscle sarcoplasmic reticulum. Function and mechanism
of Ca*? release

Ann. NY Acad. Sci.,522,60-73.

*

Van Dongen,AMJ,Codina,J,Olate,J,1988

Newly identified brain potassium channels gated by the guanine nucleotide
binding protein G,

Science,242,1433-1437.



248

*

Verma,A,Nye,JS,Snyder,SH,1987

Porphirins are endogenous ligands for the mithocondrial peripheral-type
benzodiazepine receptor

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,84,2256-2260.

*

Verma,A,Snyder,SH,1989

Peripheral type benzodiazepine receptors

Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol.,29,307-322.

%

Volpe,P,Krause, KH,Hashimoto,S,Zorzato,F,Pozzan,T,Meldolesi,J,Lew,DP,1988
Calciosome, a cytoplasmatic organelle: the IP; sensitive calcium store of
non muscle cells?

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,85,1091-1095.

*

Von Tscharner,V,Prodhom,B,Baggiolini,M,Reuter,H,1986

Ion channels in human neutrophils activated by a rise in free cytosolic
calcium concentration

Nature,324,369-372.

*

Wallace,MA,Fain,JN,1985

Guanosine 5’-O-thiotriphosphate stimulates phospholipase C activity in
plasma membranes of rat hepatocytes

d. Biol. Chem.,260,9527-9530.

*

Wang,JKT,Morgan,JI,Spector,S,1984

Benzodiazepines that bind at peripheral sites inhibit cell proliferation
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,81,3770-3772.

&
Weissman,BA,Cott,J,Jackson,JA,Bolger,GT,Weber,KH,Horst, WD,Paul,S;M,
Skolnick,P,1985

Peripheral-type binding siter for benzodiazepine in brain:relationship to the
anticonvulsants actions of Ro 5-4864

dJ. Neurochem.,44,1494-1499.

£



249

Weissman,BA,Skolnick,P,Klein,DC,1984

Regulation of peripheral-type binding sites for benzodiazepines in the
pineal gland.

Pharmacol. Biochem. Behav.,21,821-824.

*

Wei, XY, Luchowski,EM,Rutledge,A,Su,CM,Triggle,DJ,1986

A pharmacological and radioligand binding analysis of the actions of
1,4-dihidropyridine activator-antagonist pairs in smooth muscle

J. Pharmacol. Exp. Ther.,239,144-153.

*

Wei XY, Triggle,DJ, 1987

Comparative radioligand binding and pharmacological activities ofthe
enantiomers of Bay K 8644 and other 1,4-dihidropiridines

proc,Symp. Calcium Antagonist,Pharmacol. Clin. Res. N.Y. Acad.Sci., New
York,10-13.

*

Weir,SW,Weston,AH,1988

A comparison of the lanthanum and EGTA methods for measuring calcium
influx into vascular smooth muscle cells

J. Pharmacol. Meth.,19,243-252.

*

Weiss,GB,1978

Calcium in drug action

Ed. Plenum Press,New York.

*

Weiss,GB,1981

New perspectives on calcium channel antagonists

Ed. American Physiology Society,Bethesda.

*

Whitman M,Downes,CP,Keeler,M,Keller,T,Cantley,L,,1988

Type I phosphatidylinositol kinase makes a novel inositolphospholipid,
phosphatidylinositol-3-phosphate

Nature,332,644-646.

*

Winegrad,S,1970



250

The intracellular site of calcium activation of contraction in frog skeletal
muscle

J. Gen. Physiol.,55,77-88.

*

Yamamoto,H,Van Breemen,C,1985

Inositol 1,4,5-trisphosphate releases calcium from skinned cultured smooth
muscle cells

Biochem. Biophys. Res. Comm.,130,270-274.

*
Yanagibashi,K,Ohno,Y,Nakamichi,N,Matsui,T,Hayashida,K,Takamura,M,
Yamada,K,Tou,s,Kawamura,M,1989

Peripheral-type- benzodiazepine receptors are involved in the regulation of
cholesterol side chain cleavage in adrenocortical mitochondria

J. Biochem.,106,1026-1029.

*

Yatani,A,Imoto,Y,Codina,J,Hamilton,SL,Brown,AM,Birnbaumer,L.,1988

The stimulatory G protein of adenilyl cyclase, Gs, directlystimulates
dihidropyrideine-sensitive skeletal muscle calcium channels. Evidence for
direct regulation independent of phosphorilation by cAMP-dependent
protein kinase

J. Biol. Chem.,263,9887-9895.

*

Young,WS,Kuhar,MJ,1979

Autoradiographic localisation of enzodiazepine receptors in thebrains of
humans and animals

Nature,280,393-395.

*

Young,WS,Kuhar,MJ,1980

Radiohistochemical localization of benzodiazepine receptors inrat brain

J. Pharmacol. Exper. Ther.,212,337-346.

*

Zavala,F,Lenfant,M,1987

Peripheral benzodiazepines enhance the respiratory burst of
macrophage-like P388D1 cells stimulated by arachidonic acid

Int. J. Inmunopharmacol.,9,269-274.



	MPL_CUBIERTA
	MPL

