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2
INTRODUCCION

Durante los últimos 20 años las benzodiacepinas se han convertido

en uno de los grupos de fármacos más 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 específicas como los espasmos musculares

y como premedicación en anestesia.

La popularidad de las benzodiacepinas como ansiolíticos ha aumentado

de forma espectacular desde que se introdujeron en terapéutica. La primera
benzodiacepina introducida en clínica fue el clordiazepóxido en 1960; durante

un período de más de 10 años se sintetizaron y comercializaron un gran

número de estos compuestos con efectos terapéuticos diferenciados, se ha

logrado así una cierta selectividad de acción y, por tanto, de indicación

terapéutica. De este modo, el flunitrazepam y el temazepam al producir una
sedación intensa, suelen usarse como fármacos de elección en el tratamiento

del insomnio, mientras que el clonazepam, se utiliza preferentemente como

anticonvulsivo.

El mecanismo de acción que media estas acciones es ampliamente
conocido y está relacionado, a nivel del sistema nervioso central, con la

interacción de estos fármacos con un receptor específico de alta afinidad que

forma parte del complejo-receptor GABA-ionoforo del cloro. El ácido gamma-

aminobutírico es un neurotransmisor con actividad inhibidora en el sistema

nervioso central. Así, la activación del sistema gabaérgico lleva consigo la

inhibición de la actividad otras células, como pueden ser, por ejemplo, las

noradrenérgicas, dopaminérgicas, serotoninérgicas y colinérgicas. Estudios

electrofisiológicos demuestran que las benzodiacepinas ejercen su acción a

través de la potenciación de la actividad del GABA (Costa y col., 1979).

A partir de 1980 se abre un nuevo campo de investigación para estos

compuestos al identificarse un segundo tipo de sitios de unión. LeFur y col.

(1983a; 1983b) demostraron que las benzodiacepinas, no sólo interactúan con

su receptor a nivel de sistema nervioso central, sino que son capaces de
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unirse a otros sitios específicos en tejidos periféricos, que no están

relacionados ni con el GABA ni con el ionoforo de doro.

Tanto la especificidad como la afinidad de estos compuestos por estos

lugares de unión es distinta de la que se observa para los receptores

benzodiacepínicos centrales y se les ha denominado receptores

benzodiacepínicos periféricos. Existen Ugandos específicos que reconocen con

alta afinidad el receptor benzodiacepínico periférico, como son el Ro 5-4864

y el PK 11195, que han facilitado el estudio de este receptor. Gradas a ello,
se ha podido demostrar la presenda de este tipo de sitio de unión , no sólo

a nivel de tejidos periféricos sino también a nivel de sistema nervioso central

(Benavides y col., 1984), aunque su distribudón en éste es completamente
diferente de la de los receptores benzodiacepínicos centrales, como han

demostrado los estudios autorradiográficos en cerebro de rata (Anholt y col.,

1984; Benavides y col., 1983).

El papel de este sitio de unión a nivel fisiológico está aún por

determinar, a pesar del conodmiento extensivo de su localizadón, tanto

anatómica como celular. En un prindpio se han sugerido fundones

reladonadas con el crecimiento y la diferendadón 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 últimos trabajos apuntan hada un posible efecto estimulador

de la esteroidogénesis a través de la interacdón de las benzodiacepinas con

su receptor a nivel periférico (Yanagibashi y col., 1989).

Existen diversos estudios que sugieren que el receptor

benzodiacepínico periférico podría estar reladonado con los canales de caldo

voltaje-dependientes (Mestre y col., 1985; Taft y col., 1984; Bender y col.,
1985). Si esta reladón se confirmara, la terapia de la ansiedad con

benzodiacepinas podría afectar los procesos mediados a través de los canales

de caldo voltaje-dependientes y debería tenerse en cuenta su posible
interacdón con otros tratamientos en los que se utilizaran los antagonistas
del caldo, como es el caso de la angina de pecho o la hipertensión. Sin

embargo, las elevadas concentradones que se precisan para la moduladón de
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estos canales de calcio cuestionan que exista una relación directa entre los

canales de calcio voltaje-dependientes y los receptores benzodiacepínicos
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 recaptación de la adenosina.

Esta potenciación se produce pues por un mecanismo de acción que no

implica a los receptores benzodiacepínicos periféricos. La adenosina y sus

derivados fosfatados son responsables del control y modificación de un gran

número de procesos fisiológicos, 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 iónicas (K+

y Ca+2)

(Fredholm y col., 1988). Por otra parte se ha observado que los niveles

extracelulares de adenosina aumentan tras períodos de isquemia, hipoxia e

hipercapnia, así como tras las crisis epilépticas, por lo cual se considera a

la adenosina como un anticonvulsivante endógeno, ya que inhibe la liberación

de neurotransmisores excitadores, pero no la de neurotransmisores inhibidores

(tipo GABA) (Dragunow y col., 1988). La potenciación por benzodiacepinas de

la acción adenosínica, por inhibición de la recaptación de esta sustancia, se

sumaría a su acción facilitadora del sistema gabaérgico.

El OBJETIVO de la presente Tesis ha sido la caracterización del

mecanismo de acción de estos compuestos a nivel de algunos tejidos
periféricos, utilizando para ello el agonista específico de los receptores

benzodiacepínicos periféricos, el Ro 5-4864, el antagonista PK 11195, un

agonista mixto de los receptores benzodiacepínicos centrales y periféricos, el

diazepam, y un agonista específico de los receptores benzodiacepínicos
centrales, el clonazepam. El hecho de que estos compuestos hayan presentado
una actividad moduladora de diferentes procesos de contracción del músculo

liso, hace que sea interesante determinar el mecanismo concreto de acción a

este nivel.
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Se han utilizado fármacos específicos del receptor gabaérgico para

determinar la posible implicación del sistema gabaérgico en las acciones de

las benzodiacepinas a nivel de tejidos periféricos.

Asimismo, para dilucidar la posible relación 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 implicación de estos compuestos en la movilización del

calcio a nivel de la membrana celular. También se ha estudiado la influencia

de estos compuestos en la movilización del calcio a nivel de sus almacenes

intracelulares y a través de su regulación por el sistema de segundos
mensajeros de los fosfatidilinositoles.

Por otra parte, la demostrada capacidad que presentan las

benzodiacepinas de inhibir la recaptación de la adenosina, relaciona estos

compuestos con otros de acción 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 agregación
plaquetaria. Teniendo en cuenta la relación existente entre los procesos de

contracción-relajación muscular y la actividad de este enzima, se ha

determinado también la acción de las benzodiacepinas sobre este enzima y la

posible relación de éste con el mecanismo de acción de estos compuestos a

nivel periférico.



I.-PARTE TEORICA
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1 ,-RENZODXACEPINAS

1.1.-Introducción.

Las benzodiacepinas se introdujeron en la terapia de la ansiedad

a principios de los años sesenta. Además se utilizaron en el tratamiento

del insomnio, epilepsia y como relajantes musculares. Realmente no

aportaron acciones nuevas, ya que las actividades más relevantes, como la

ansiolítica, hipnótica, miorrelajante, anticonvulsivante y antiepiléptica eran

inducidas por otros fármacos ya conocidos y utilizados como los

barbituratos y el mepobramato; sin embargo su ventaja radica en su

relación positiva beneficio-riesgo. Una propiedad común a las

benzodiacepinas y barbituratos es que provocan sedación, pero en el caso

de las benzodiacepinas la depresión del Sistema Nervioso Central no es

predominante y puede conseguirse una acción sedante ligera, facilitando
su uso mantenido con menos riesgo de tolerancia y farmacodependencia.

Asimismo, se ha logrado ejercer una acción anticonvulsivante, evitando el

peligro de una depresión profunda, coma y parada respiratoria (Flórez, J.,

1989; Flórez y col., 1987).

A pesar de su amplia utilización, el mecanismo de acción

permaneció desconocido hasta que se descubrió que estos fármacos

potenciaban la acción inhibidora del neurotransmisor ácido gamma-

aminobutírico (GABA). Desde entonces, la interacción entre benzodiacepinas

y GABA, así como su implicación en la farmacología humana han sido

objeto de numerosos estudios.

1.2.-Caraeterísticas químicas.

El núcleo común es el anillo benzodiacepínico (Fig. 1). La mayoría
posee los N del anillo diacepina en posiciones 1 y 4, pero algunos los

tienen en posición 1 y 5 (p. ej., clobazam). Todos ellos incluyen un radical

en posición 9, generalmente C1 o N02; con frecuencia, en las

benzodiacepinas recientemente sintetizadas se incorpora un grupo carbonilo
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\5-benzodiacepirwi

N, R* R. Posíc. 4 R. R,

1.4-benzodiacepinas

Bromacepam N—H —0 —H -o —Br

Cioracepato N—H
yOH

-0—( —C00K -C.H. —Cl
dipota'sico nok

Ciofdiacepdxido N—H -"XH. —H N—0 -C.H, —Ci

Diacepam N—CH, -0 —H -C,H, —Ci

Fiunitracepam z1 n -0 —H -NO,

Furacepam

Loracepam

/.Ha
N—CHj—CH,—N

C,H,

N H 1

II

o

o —H

-OH

-P
-o

—Ci

—Ci

Nledacepam N—CH,
/

H
— H -C.H, -0

Nítracepam N— H «0 — H -C.H, -NO,

Oxacepam N—H «0 —OH -C.H, —Ci

Pracepam . N~ ch,-<3 *=0 — H -C.H, —Ci

TeT-.acepam z 1 o -0 — OH -C.H. —Ci

Tr¡azc:am

1-4"
—H -O —Ci

1,5-benzodiaceDinas

Cicba2aT¡ glz -0 —H C-0 —C«H, —o

Figura 1: Estructura química de las principales benzodiacepinas.
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en posición 2 ya que de esta forma se consigue incrementar notablemente

su actividad. Por otra parte, gracias a la introducción de anillos adicionales

se han obtenido series derivadas como las triazolobenzodiacepinas (p. ej.,
alprazolam) y tienodiacepinas (p. ej., bentracepam).

Las diversas sustituciones provocan cambios importantes en:

a. - Los efectos farmacológicos centrales, ansiolíticos, sedación,
acción antiepiléptica, miorrelajación central.

b. - La potencia farmacológica.
c. - Las propiedades farmacocinéticas, que influyen de manera

decisiva en la distribución del producto y en la duración de su acción. La

mayoría tienen propiedades equivalentes. Además muchas benzodiacepinas
presentan metabolitos biológicamente activos.

1.3.-Mecanismos moleculares de acción de las

benzodiacepinas a nivel central.

1.3.1.- Acción sobre la neurotransmisión.

De todos los sistemas de neurotransmisión conocidos hasta ahora,
el que es más directamente afectado por las benzodiacepinas es el sistema

del ácido gamma-aminobutírico (GABA) (Costa y col., 1979). El GABA es

uno de los neurotransmisores conocidos con mayor acción inhibidora. En

múltiples estudios realizados, tanto a nivel de respuesta de un órgano
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 sinópticos de transmisión gabérgica. Ahora bien, por
sí solas no incrementan los niveles de GABA, no alteran su recaptación,
ni inhiben su metabolismo y tampoco facilitan su liberación; en consecuen-

cia, estos fármacos no actúan a nivel de la neurona presináptica. Por otra

parte, su acción GABA-mimética se aprecia si existe transmisión gabérgica
fisiológica o facilitada por la aplicación exógena del aminoácido. Pero no
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son fármacos agonistas propiamente dichos de los receptores gabaérgicos.
Por tanto, aunque su sitio anatómico de acción sea a nivel postsináptico,
deben actuar sobre el receptor GABA de manera indirecta mediante la

facilitación específica de la activación de dicho receptor. Esto significa que

la benzodiacepina ha de reconocer un locus específico próximo al locus del

GABA y activarlo, por ejemplo, por incremento de la afinidad entre GABA

y su propio receptor, lo que inducirá posteriormente la apertura del canal

de cloro acoplado al receptor gabaérgico, con la correspondiente inhibición

de la neurotransmisión.

En definitiva, este mecanismo requiere que existan en la

membrana neuronal elementos específicos de reconocimiento para las

benzodiacepinas, es decir, receptores benzodiacepínicos específicos (Skolnick

y col.,1988).

1.3.2.- El receptor benzodiacepínico central.

En ensayos "in vitro" mediante estudios de fijación 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 fijación es estereoespecífíca, saturable y desplazable por

las benzodiacepinas entre sí, caracteres todos ellos que señalan con

evidencia que dichos lugares poseen las cualidades de un receptor

específico para las benzodiacepinas (Braestrup y col., 1977a; 1977b; 1978;
Davies y col., 1978). Además, se observa una buena correlación entre los

valores que indican la afinidad de cada benzodiacepina por el sitio receptor

y la correspondiente potencia farmacológica observada (Squires y col., 1977;
Mohler y col., 1977).Ello confirma la idea de que existen receptores

específicos para las benzodiacepinas en el sistema nervioso central, cuya
activación es responsable de algunas de sus acciones farmacológicas. La
distribución de estos receptores en el cerebro es amplia aunque no

homogénea, como se comprueba en estudios de cuantíficación bioquímica
de receptores (Braestrup y col. 1977a; Mtíhler y col., 1978), así como en

estudios autoradiográficos (Young y col., 1979; 1980), observándose que se
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encuentra asodado física y funcionalmente al subgrupo de receptores
GABAa .

Aunque parece que todos los receptores benzodiacepínicos centrales
forman parte de los receptores GABAa, no se puede afirmar que todos los

receptores gabaérgicos de este tipo estén asociados a receptores benzodia-

cepínicos. Asimismo, estudios realizados por Oleen y colaboradores (1982)

demostraron una compleja interacrión alostérica entre los receptores

benzodiacepínicos y los GABAa, con el denominado receptor

picrotoxina/barbiturato, que se creía localizado en el ionóforo del cloro

(Leeb-Lunderg y col., 1982). Esta interacrión se comprobó con la utilizadón

del [“S] t-butil-bidclofosforotionato (TBSP), compuesto que se une al canal

del cloro de forma aún más específica que la picrotoxina (Squires y

col.,1983). Esta, junto con barbituratos y pirazolopiridinas, inhiben la unión
del TBSP al ionóforo, y potendan la unión de las benzodiacepinas y el

GABA in vitro (Ticku y col., 1986). El hecho que concentradones

suficientes de TBSP sean capaces de eliminar la potenriarion de la

picrotoxina sobre las benzodiacepinas, además de estudios adirionales

electrofisiológicos (MacDonald y col.,1978; Mathers y col.,1980,; Bames y

col., 1983), supone que podemos restringir la acdón de picrotoxina,
barbituratos y sustandas análogas al canal del cloro.

1.3.3.- Organización del complejo supramoleeular.

La necesidad de eluddar la intrincada reladón entre los receptores
del GABA y el benzodiacepínico se ha visto satisfecha gradas a la

utilizadón de técnicas de solubilizadón y purificadón con detergentes, así
como de técnicas autorradiográficas y de visualizadón inmunodtoquímica
de receptores benzodiacepínicos en el sistema nervioso central.

Utilizando diferentes detergentes, se han conseguido purificar los

receptores gabaérgico y benzodiacepínico (Sigel y col., 1984; Olsen y

col.,1984) conservándose su capacidad interactiva. Recientemente se ha

demostrado la presenda de un tercer componente en el complejo receptor
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GABAA-benzodiaeepiñas, reconocido como el lugar de unión para el TBSP

(Stephenson y col.,1982).

El peso molecular de este complejo supramolecular está

comprendido entre 220.000 y 355.000 (Stephenson y col., 1982). Estudios

de unión con fiunitrazepam 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 proteínas integrantes y que están

comprendidos entre 50.000- 60.000. Este peso molecular estimado para las

subunidades del receptor benzodiacepínico (a) y del gabaérgico (B), están

en concordancia con los obtenidos (48.800-51.400) a través de la expresión
de DNAs complementarios que codifican estas subunidades (Deng y

col.,1986). Asimismo, la co-expresión a partir de RNAs de estas

subunidades en oodtos de Xenopus (Schofield y col.,1987), conduce a la

obtención de canales cloro GABA-dependientes, sensibles a la acción de las

benzodiacepinas, de los barbitúricos y de la picrotoxina.

Estos resultados sugieren que el complejo receptor formado por

el receptor benzodiacepínico acoplado al gabaérgico y el canal de cloro se

forma por agrupamiento de las subunidades a y B. Se ha propuesto una

configuración tetramérica para este complejo supramolecular formado por

el receptor del GABA y el ionóforo del cloro, que se configuraría como a¿02

(Fig. 2) (Schofield y col.,1987) que estaría de acuerdo con los datos

obtenidos a nivel del peso molecular determinado.

La visualización, por técnicas autorradiográficas, de la unión de

las benzodiacepinas a su receptor muestra una estrecha relación entre la

localización de estos receptores y los receptores gabaérgicos en la mayoría
de tejidos cerebrales estudiados (Unnerstall y col.,1981; Polc, 1988).

Los estudios más recientes se han llevado a cabo, mediante

técnicas que implican la participación de anticuerpos monoclonales. Estos

anticuerpos no sólo ínmunopreeipitan el complejo macromolecular con los

tres lugares de unión acoplados alostéricamente (GABAa, benzodiacepinas
y TBSP), sino que muestran su amplia localización en el SNC, como ocurre
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!

en las técnicas autorradiográficas (Schoch y col., 1985). Un análisis

detallado muestra una mayor localización de este complejo en los cuerpos

neuronales y en zonas del SNC donde las neuronas gabérgicas muestran

una mayor densidad.

GABA
Muscimol agonistas

Pentilenetetrazol
Pierotoxina
TBPS/T
Ro 5-3663

Figura 2: El complejo GABA/benzodiacepina/ionóforo del doro. En

la figura se muestran los diferentes sitios receptores dentro del complejo,
y se señalan algunos ejemplos de los ligandos que interactúan con ellos

como agonistas, antagonistas y agonistas inversos. De Lister y Nutt, 1987.
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1.3.4.- Relación funcional entre el receptor gabaérgico
y el benzodiacepínico.

El mecanismo de acción de las benzodiacepinas es la inducción de

cambios conformacionales de los receptores que integran el complejo
supramolecular. Este cambio conformacional, que tan sólo se da cuando el

fármaco se une al receptor, es el que determinará la eficacia de dicho

fármaco. Estos cambios conformacionales únicamente pueden explicarse a

nivel molecular si se acepta que el fármaco se une a distintos estados del

receptor y con distinta afinidad. El estado de reposo y el activado

representarían los estados de cierre y apertura, respectivamente, del canal

de cloro. La presencia de dos clases de sitios de unión en el complejo
receptor implica necesariamente el tener en cuenta los fenómenos de

cooperatividad. Cualquier combinación de dos fármacos que se unen a

distintos sitios de unión y que pueden acceder a estados activados o de

reposo desarrollará la cooperatividad. Esta combinación es de tipo
heterotrópico puesto que la interacción supone la unión a distintos sitios

(el receptor gabaérgico y el benzodiacepínico) (Pellow y File, 1984).

El funcionalismo molecular del complejo supone que la unión del

GABA a su receptor provoca la apertura del canal del cloro, manteniéndose
abierto mientras dure esa unión y permitiendo en consecuencia el flujo de

iones cloro a través del ionóforo (Braestrup y col., 1977; Hunkeler y col.,
1981).

Varios estudios han demostrado que la aplicación de GABA, o de

sustancias gabaérgicas (por ejemplo el muscimol), incrementa la afinidad

de las benzodiacepinas por su receptor específico, mientras que la

bicuculina, un inhibidor competitivo del receptor GABAa, reduce dicha

afinidad (Karobath y col., 1979; Briley y col., 1978; Tallman y col., 1978;

Regan y col., 1980).
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Proteína moduladora

receptor^GABA del receptor GABA
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1

T^^^Z^jeceptor
ionóforo—-[

benzodiacep'nico
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B
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\ / /
BZ °

cr cr^x^]/^y ^

Figura 3: Modelo de la acción 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 fijación del GABA a su receptor

correspondiente. Efecto que es dosis-dependiente y estereoespecífico
(Guidotti y col., 1978).

Esta mutua acción facilitadora, por la que GABA y

benzodiacepinas incrementan sus afinidades de forma recíproca por sus
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respectivos receptores, puede explicarse por la presencia de un tercer

elemento, una proteína próxima a ese complejo, llamada GABA-modulina,

por la cual tienen afinidad tanto el GABA como las benzodiacepinas (Costa

y col., 1979).

El papel de la GABA-modulina, por su capacidad de fijar GABA,
sería el de inhibir o 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 incrementaría el número

de moléculas libres de GABA que se pueden fijar a sus receptores, y

viceversa.

Ello explicaría por qué las benzodiacepinas actúan incrementando

o facilitando los efectos fisiológicos de la transmisión gabérgica. Por otra

parte, la fijación del GABA a la modulina, podría ir seguida de cambios

alostéricos en el propio receptor gabaérgieo capaces de modificar su

afinidad por el GABA (Fig. 3).

Aunque el complejo receptor gabaérgico-canal de cloro en

condiciones normales, conduce a una situación 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 liberación endógena de

GABA, en situación de homeostasis gabérgica, mantiene un cierto estado

de apertura del canal del cloro.

1.4.- Agonistas, antagonistas y agonistas inversos.

Los agonistas benzodiacepúiicos son fármacos que,

interaccionando con el dominio B, facilitan la interacción entre las áreas

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 modificación es insuficiente para facilitar la acción

gabérgica; pero con su presencia dificultan o inhiben la fijación de un

agonista. El más conocido es el Ro 15-1788, etil-8-fluoro-5,6-dihidro-5-metil-
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6-oxo-4H-imidazo l,5a[l,4]benzodiacepma-3-carboxilato, (Flumazenil), que

en los primeros estudios resultó ser inactivo farmacológicamente per se,

pero se observó que bloqueaba la unión de los agonistas al receptor

benzodiacepínico 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 específicamente
al receptor benzodiacepínico pero, en lugar de facilitar la acción gabaérgica
sobre el canal, la inhiben o reducen, con lo cual disminuye la inhibición

funcional del complejo sobre la transmisión sinóptica. El hallazgo, en orina

humana, de las 6-carbolinas (ásteres del ácido B-carbolin-3-carboxílico),

compuestos que se unen al receptor benzodiacepínico (Braestrup y

col.,1983), representó el inicio del campo de los agonistas inversos, siendo

los principales sus ásteres y amidas. En numerosos estudios de tipo

bioquímico, electrofisiológico y de conducta las B-carbolinas producían
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 más relevantes fue la inhibición por GABA de la unión de estos

compuestos al receptor benzodiacepínico, lo cual sugirió que estos

compuestos convulsivantes podrían actuar disminuyendo la inhibición 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 asumió que los cambios

conformacionales que producían los agonistas y agonistas inversos sobre el

receptor benzodiacepínico central eran opuestos a los que producían los

antagonistas, en el primer caso se producía una potenciación del sistema

gabaérgico, y en el segundo se evitaba esta potenciación, porque el receptor
era ocupado por una molécula conformadonalmente inerte.

1.5,-Ligando endógeno

Aunque la existenda de un sitio especifico de fijadón para un

ligando exógeno no es razón indiscutible para que exista un ligando
endógeno fisiológico, sí es razón sufidente para su búsqueda. La inosina,
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uno de los posibles ligandos endógenos, se fija al receptor con afinidad

baja. Otro compuesto, la tribulina, está presente en la orina de ratas

sometidas a estrés o de personas en situación de síndrome de abstinencia

a benzodiacepinas y se fija asimismo, al receptor benzodiacepínico.

Guidotti y col. (1983), han extraído y purificado del cerebro de rata

un polipéptido denominado DBI (inhibidor de la unión del Diazeparn), el
cual muestra una elevada afinidad por los sitios centrales de unión a las

benzodiacepinas. Este péptido produce unos efectos similares a los de las

fi-carbolinas. Un fragmento de este péptido (18 aminoácidos), denominado

ODN, produce los mismos efectos que el péptido DBI precursor y se une

asimismo a los sitios específicos para las benzodiacepinas (Costa y col.,
1985). El que el ODN o el DBI representen o sean parte del ligando
endógeno para el receptor benzodiacepínico a nivel central es algo que

todavía es prematuro establecer. Sin duda, el descubrir el ligando endógeno
que a nivel cerebral modula la acción del GABA y de las benzodiacepinas
contribuirá a esclarecer las bases moleculares de la ansiedad y de sus

transtomos asociados (Flórez y col., 1987).

2.-EL RECEPTOR BENZODIACEPINICO

PERIFERICO.

2.1.-Características diferenciales con el receptor

benzodiacepínico central.

Las benzodiacepinas son fármacos usualmente reconocidos por su

acción sobre el sistema nervioso central. Son, como se ha mencionado

anteriormente, fármacos efectivos como ansiolíticos, anticonvulsivantes,
hipnóticos y relajantes musculares. Estas acciones farmacológicas están

mediadas por la interacción de las benzodiacepinas con un receptor
localizado en el sistema nervioso central y estrechamente relacionado con

el complejo receptor del GABA y el ionóforo del cloro (Braestrup y col.,
1977; Tallman y col., 1980).
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Poco tiempo después de descubrirse el receptor benzodiacepínico

localizado en el sistema nervioso central, se observó que el diazepam se

unía de modo específico y con afinidad nanomolar, a órganos periféricos
como riñón, hígado, pulmón, músculo esquelético, etc. A estos lugares de

unión localizados fuera del sistema nervioso central se les denominó

receptores benzodiacepínicos periféricos.

La diferenciación del receptor benzodiacepínico central del

periférico se ha podido llevar a cabo gracias a la distinta afinidad que

presentan un grupo de compuestos de estructura benzodiacepínica. Así, por
ejemplo, el clonazepam, benzodiacepina farmacológicamente activa, presenta
una elevada afinidad por el receptor benzodiacepínico central (CIgo = 5

nM)) y baja afinidad por el receptor benzodiacepínico periférico (CIgo =

2900-7900 nM). Por el contrario, el Ro 5-4864 presenta una baja afinidad

por el receptor central, con una Cía, = 163 nM, tiene una elevada afinidad

por el receptor benzodiacepínico periférico, con una CIgo = 41 nM, y

muestra ser 30.000 veces más potente al desplazar al [3H] Diazepam unido

a riñón que en el unido a cerebro (Braestrup y col., 1977).

Gracias a todo ello, podemos diferenciar entre receptor

benzodiacepínico 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 benzodiacepínico central (Fig, 4).

Por otra parte, ligandos que se unen al receptor benzodiacepínico
central como barbituratos, picrrotoxina, aniones tipo Cl' y otros ligandos
endógenos (purinas y fi-carbolinas), no afectan a la unión del [3H] Ro 5-

4864 al receptor periférico (Marangos y col.,1982; Shoemaker y col.,1983).
Además los receptores benzodiacepínicos periféricos no están ni asociados

con el receptor del GABA ni con el canal de cloro.

El lugar de unión periférico no sólo es reconocido por las N-

alquilbenzodiacepinas, sino también por varios derivados de tipo
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isoquinoleínico, de los cuales el prototipo ha sido el PK 11195, l-(2-

clorofenil)-N-metil-N-(l-metilpropil)-3-isoquinoleíncarboxamida, el cual se

une selectivamente al receptor benzodiacepínico 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 específico del receptor

benzodiacepínico central (Mestre y col.,1984).

Asimismo, estudios tanto bioquímicos (Le Fur y col.,1983b) como

farmacológicos (Mestre y col., 1984; Weismann y col.,1985; Mizoule y col.,
1985) o termodinámicos (Cantor y col., 1984) han sugerido que Ro 5-4864

y PK 11195 deben considerarse como agonista y antagonista,

respectivamente, del receptor benzodiacepínico periférico (Doble y col.,1987).

La ausencia de correlación entre las propiedades terapéuticas y

la afinidad por sus lugares de unión al receptor periférico ha abierto un

amplio campo de investigación que en los últimos años ha sido ocupado por
diferentes teorías acerca de la fundón fisiológica de estos lugares de unión,
reladonándolos con el metabolismo intermediario y la diferenriarión celular

(Anholt y col., 1986), y con una posible regulatión del sistema endocrino

(Verma y col.,1989). Incluso se ha llegado a considerar estos lugares como

"aceptores" y no como receptores, es derir que están desprovistos de acdón

fisiológica (Richards y col., 1982; Pellow y col.,1984).

Además de la diversificarión farmacológica entre los receptores

benzodiacepínicos centrales y periféricos se diferendan también filogenética
y ontogénicamente. El receptor benzodiacepínico periférico aparece más

tarde evolutivamente, pero es anterior ontogénicamente hablando. Mientras

que el receptor benzodiacepínico central se ha encontrado en aves, reptiles
y anfibios, así como, en peces, los receptores periféricos sólo han sido

detectados en mamíferos (Bolger y col., 1985).

Estudios de unión con Ro 5-4864 tritiado en rata, han demostrado

que el receptor benzodiacepínico periférico aparece en el período 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).

Me

Figura 4: Estructuras químicas de benzodiacepinas que actúan a

nivel de receptores benzodiacepínicos centrales o periféricos.
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2.2. - Localización del receptor foenzodiacepínico
periférico.

2.2. l.-Distribución tisular.

2.2.1.1.-Localización y regulación en tejidos periféricos.

En estudios iniciales realizados con [^j-diazepam, como control

respecto a los lugares de unión a nivel del sistema nervioso central, se

encontró una gran densidad de lugares de unión en muchos tejidos
periféricos con una afinidad nanomolar, al igual que en sistema nervioso

central.

Análisis bioquímicos en diferentes tejidos de rata, han revelado

que la mayor densidad de estos receptores se concentran a nivel de la

glándula adrenal, así como también se han descubierto niveles altos en

otros tejidos glandulares como testículos, ovarios y glándulas salivares; sin

embargo en otros tejidos glandulares, como páncreas y pituitaria, presentan
una densidad mucho más baja de receptores a las benzodiacepinas. Por
otro lado tejidos no glandulares como epitelio nasal, riñones, 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 fisiológicas bien definidas.

Estudios autorradiográficos de estos receptores en varios órganos,
han mostrado que la médula adrenal es pobre en receptores, pero en la

corteza se localizan un número importante de éstos en todas sus capas,

con una alta densidad en la zona glomerular exterior, donde se realiza la

mayor producción de aldosterona (DeSouza y col., 1985).
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A nivel de los testículos se ha localizado una mayor concentración

de receptores benzodiacepínicos periféricos dentro del tejido intersticial,
donde las células de Leydig producen testosterona.

Estudios autorradiográficos utilizando [3H] PK 11195 han

demostrado la existencia de receptores benzodiacepínicos periféricos en la

membrana tecal y tejidos esteroidogénicos, así como en epitelio y glándulas
del útero, pero con una baja proporción en tejido muscular de estas

estructuras (Verma y col., 1987). Analizando lo anteriormente descrito se

puede deducir una relación entre los receptores benzodiacepínicos
periféricos con funciones de tipo endocrino.

En el riñón también se han localizado receptores periféricos a las

benzodiacepinas mediante técnicas autorradiográficas, sugiriéndose un

papel regulador sobre la homeostasis electrolítica de los receptores

periféricos (Verma y col.,1989).

2.2.1.2.-Localización y regulación en el sistema

nervioso central.

Aunque la denominación de receptor benzodiaeepínico periférico,
vino dada por la ausencia relativa de estos lugares de unión a nivel

central, cuando se dispuso de ligandos de alta afinidad hacia estos lugares,
como [3H] Ro 5-4864 y [3H] PK 11195, se pudo demostrar la existencia de

estos receptores también a nivel central, con una distribución diferente a

los receptores benzodiacepínicos centrales típicos (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 farmacológicas como

bioquímicas del receptor periférico con respecto al central.
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Aunque, como se ha indicado, el cerebro de rata y también el de

ratón, muestran un bajo porcentaje de receptores periféricos a las

benzodiacepinas, se produce un aumento del 400% o más después de la

inyección intraestriatal (Benavides y col., 1987) o sistémica de endotoxinas

neuronales (Kish y col., 1983) o inducción de isquemia cerebral.

También el tratamiento crónico con etanol produce un aumento

del 40%-90% de los receptores periféricos, en el cerebro de ratón, pero no

un aumento de los centrales. Este rápido aumento de receptores periféricos
al producirse daño en el sistema nervioso central, puede reflejar una

respuesta metabólica del tejido cerebral, semejante a la inducción de

enzimas detoxificantes por el hígado. Asimismo, se ha demostrado una

elevada densidad de receptores benzodiacepínicos periféricos en tumores

cerebrales de la glía. Este aumento se traduce en un proceso de

destrucción neuronal y gliosis (Shoemaker y col., 1982).

2.2,2.-Distribución subcelular.

Estudios en fracciones subcelulares de cerebro de rata indican una

asociación entre el lugar de unión para el Ro 5-4864 con la mitocondria y

el núcleo (Marangos y col., 1982; Shoemaker y col., 1983). Asimismo,
estudios de distribución subcelular del receptor benzodiacepínico periférico
realizados por Hirsch (1984) en tejido adiposo, localizan a éste en la

fracción mitocondrial. Por otra parte estudios autoradiográficos en fetos de

rata apoyan la relación antes mencionada de estos receptores con la

fracción mitocondrial (Anholt y col., 1985). Se han asociado niveles altos

de receptores periféricos con tejidos que obtienen energía principalmente
de la fosforilación oxidativa, mientras que aquellos tejidos que utilizan

como principal fuente de energía la glucogenolisís presentan un nivel

mucho más bajo de estos receptores.

Se han realizado estudios de fraccionamiento de forma exahustiva

en glándula adrenal, por ser este el tejido con mayor densidad de

receptores periféricos. Se ensayó la unión del PK 11195 en fracciones
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solubles, nucleares, mitocondriales y microsomales, junto con enzimas

marcadores para varios

compartimentos. La recuperación y enriquecimiento de receptores

periféricos en estas fracciones está estrechamente relacionada con la

actividad citocromo-oxidasa, indicando, una vez más, que están localizados

en la mitocondria (Anholt y col., 1986).

La separación de las dos membranas mitocondriales, interna y

externa, mediante digitonina en glándula adrenal, han demostrado que el

lugar de unión 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 correlación aparece en una amplia variedad de tejidos, además de

glándula adrenal, como riñón e hígado (Verma y col., 1989) lo cual indica

que los receptores benzodiacepínicos periféricos están asociados con la

membrana mitocondrial externa.

2.3.- Características moleculares.

La caracterización de los receptores periféricos puede ayudar a

clarificar su función. En experiencias previas, se observó que después de

la solubilización de los receptores, éstos tendían a perder su habilidad de

unir irreversiblemente sus ligandos específicos (Anholt y col., 1986). Por

ello, en un principio,se utilizaron ligandos que se unían covalentemente al

receptor, como el flunitrazepam. La mayor desventaja de utilizar este

ligando es que éste se unía con una alta afinidad a los receptores
centrales, pero ésta disminuía un 50% cuando se trataba de los periféricos.
Triffilettá y col.,(1986) marcaron los receptores periféricos con [3H]-

flunitrazepam, y el análisis posterior, con electroforesis en SDS, del

complejo fármaco-receptor marcado procedente de membrana mitocondrial,
reveló la existencia de dos bandas de 35 y 30 kD, que coincidían con

valores obtenidos por irradiación de estos mismos receptores por Paul y

col.(1981). Más tarde Doble (1987) y Skowronsky (1988), utilizaron PK

14105, derivado nitrofenílico del PK 11195 y obtuvieron como resultado la

existencia de una sola proteína de peso molecular 15-18 kD.
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Las diferentes propiedades de unión de las benzodiacepinas y de

las isoquinoleínas al receptor sugieren que éstas interaccionan con lugares,
o quizás, subpoblaciones diferentes del receptor. Así, la afinidad de las

isoquinoleíncarboxamidas es la misma en diferentes tejidos y especies,
mientras que para las benzodiacepinas son realmente diferentes (Anholt

y col., 1986). De esta forma, se podrían explicar los diferentes pesos

moleculares de las proteínas marcadas con flunitrazepam y con PK 14105,

que se asumirían a varias subunidades o diferentes receptores.

La membrana mitocondrial externa contiene relativamente pocas

proteínas, una de éstas, el canal aniónico voltaje dependiente (VDCA)

podría ser la que reconoce el [3H] flunitrazepam. El VDCA, también

denominado porina, es utilizado por la célula para transportar metabolitos

entre la mitoeondria y el citoplasma, y puede ser marcado seletivamente

con [14C] DCCD(N,N’-diciclo hexilcarboxidiimida). Se ha determinado

mediante estudios de binding con flunitrazepam y DCCD, que tanto el

receptor benzodiacepínico 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

dodecilsulfatosódico (SDS-PAGE)) (Snyder y col., 1987; Triffíletti y col.,
1986).

Hay pocas proteínas de la membrana mitocondrial que presenten
un peso molecular de 15 kD, correspondiente a la proteína que se aísla

utilizando PK 14105 marcado. Una de éstas es un isoenzima de la

fosfolipasa Ag, el cual presenta una actividad predominante sobre la

fosfatidiletanolamina (Lenting y col., 1987). Se ha determinado que este

fosfolípido es un potente inhibidor de la unión al receptor periférico en

riñón de rata (Beaumont y col., 1988).

La posible relación entre la fosfolipasa A2 y el receptor

benzodiacepínico periférico está apoyada por el hecho de que la fosfolipasa
Ag está situada en la membrana externa de la mitoeondria (DeWinter y
col., 1982; Benavides y col., 1984). Este compuesto induce un descenso en

la unión del [3H] PK 11195 de forma rápida, irreversible, pero únicamente
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parcial (60%), que refleja una pérdida de lugares de unión, pero no de

afinidad de los agonistas o de los antagonistas. En ambos estudios se ha

determinado que la unión 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 nucleófilo en el receptor que forma un enlace covalente con el grupo

isocianato de los ligandos irreversibles. Este grupo nucleófilo correspondería
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 disminuiría su capacidad nucleófila y , consecuentemente,
su capacidad para formar enlaces covalentes con la función isocianato de

los ligandos irreversibles.

Asimismo, se ha establecido que el ácido araquidónico, uno de los

productos de la fosfolipasa Ag, es un modulador del receptor periférico a

nivel de la mitocondria de riñón en rata. Se ha observado que dicho ácido

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 [®H] PK 11195. Ello apoya la

hipótesis anteriormente citada del comportamiento antagonista y agonista
del PK 11195 y Ro 5-4864 respectivamente, al unirse a distintas conforma-

dones del receptor, como proponían Le Fur y col.(1983c), Mestre y

col.(1984b) y Doble y col.(1985).

Otra protema de 15 kD localizada en la membrana externa de la

mitocondria es la glutation-S-transferasa, que al igual que el receptor

benzodiacepínico periférico tiene una afinidad nanomolar por las

protoforfirina IX (Ohlendieck y col., 1986; Kraume y col., 1988).

Se han realizado estudios sobre la reladón entre la membrana

externa e interna de la mitocondria, y éstos han sugerido que existe un
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punto de fusión entre las dos membranas donde se localizarían el VDAC

y la glutation-S-transferasa (Ohlendieck y col., 1986; Krause y col., 1988).

La capacidad de la fosfolipasa A2 de agregar moléculas de VDAC

(Mannella y col., 1984) es una característica 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
col.,1987). Gracias a la unión entre el VDAC de la membrana externa y

el transportador de nucleótidos de adenosina, de la interna, se puede
producir el intercambio ADP/ATP entre la mitocondria y el citoplasma
celular, mediado por la unión de una kinasa y el carrier de adenosina

(Fiek y col., 1982). Esta asociación consigue facilitar la respiración
mitocondrial a través de este suministro.

Este mecanismo de control puede ser importante en el

metabolismo de tumores. Se ha observado que la activación de receptores
periféricos a las benzodiacepinas por ligandos específicos se refleja en una

disminución de la respiración mitocondrial probablemente debida un

bloqueo del paso de ADP por este carrier (Hirsch y col., 1988; Nelson y

col., 1986).

2.4.-Ligandos endógenos potenciales para los

receptores periféricos.

La adjudicación de una posible función fisiológica para el receptor
periférico estaría mucho más clara si se conociera la identidad del ligando
endógeno para este lugar de unión a las benzodiacepinas.

Se ha aislado un proteína de 10-15 kD, denominada inhibidora de

la acción 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 proteína de 16 kD, identificada como la fosfolipasa Aa, es

capaz de inhibir la unión 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 benzodiacepínico
o de generar ácidos grasos libres que compiten por la unión a éste. De

hecho, ciertos fosfolípidos y ácidos grasos insaturados inhiben la unión del

Ro 5-4864 al receptor benzodiacepínico periférico a concentraciones

micromolares (Beaumont y col., 1988). Por otra parte se intentó identificar

el ligando endógeno en sangre, y se observó que lisados eritrocitarios

inhibían la unión de ligandos específicos del receptor periférico, como [3H]

Ro 5-4864 y [3H] PK 11195, en mitocondria renal de rata (Verma y col.,
1987). Posteriores análisis indicaron que la sustancia activa contenida en

los lisados eritrocitarios coincidía con las características del grupo hemo

(Verma y col., 1987). Se demostró que las porfirinas inhibían la unión de

las benzodiacepinas a los receptores periféricos. La porfirina responsable
de esta acción inhibidora varía según sea el tejido de que se trate,
destacando la porfirina IX, en la mayoría de los tejidos estudiados.

Las porfirinas son más potentes en su acción inhibidora que los

anteriores posibles ligandos endógenos citados. Por ejemplo la

protoporfirina IX presenta una Ki para el receptor benzodiacepínico
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 identificación de la porfirinas como ligandos endógenos y la

asociación del receptor benzodiacepínico periférico con la membrana

mitocondrial sugieren una posible relación fisiológica entre ambos. En

primer lugar tanto la fase inicial como final de la biosíntesis de las

porfirinas se realiza en el interior de la mitocondria y por tanto los

precursores porfirínicos de las protoporfirinas IX y grupo hemo deben
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cruzar la membrana mitoeondrial, probablemente a través de una porina,

que se identifica como un canal aniónico 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 14.5 ± 10.7

Mesoporfirina IX 23.1 ± 8.2

Deuteroporfirina IX 31.3 ± 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, así como productos de degradación de las

porfirinas, como la bilirrubina o biliverdina presentan una menor actividad

(Snyder y col., 1987).

Por otro lado, los citocromos c presentan en su estructura un

grupo porfirínico y están localizados en la membrana mitoeondrial externa

e interna; otras proteínas citoplasmáticas, como hemoglobina, mioglobina,
catalasa, triptófano pirrolasa, peroxídasa y otros enzimas relacionados con

la esteroidogénesis, también presentan en su configuración grupos hemo,
lo que indica que debe haber un transportador de este grupo a través de

la membrana mitoeondrial. Estos hechos establecen la base para explicar
la elevada densidad de receptores benzodiacepúiicos periféricos en corteza

adrenal, testículos, ovarios, donde los citocromos y enzimas específicos
están estrechamente involucrados en la biosíntesis de esteroides adrenales

y gonadales, respectivamente.
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2.5.- Relevancia fisiológica de los lugares de unión

periféricos.

La investigación del papel fisiológico que tiene el receptor

benzodiacepínico periférico, ha sido un trabajo de difícil interpretación,
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 fármacos, que se

correlacionan con su elevada densidad de receptores en estos tejidos.

Los diversos efectos fisiológicos observados han sido ensayados
sobre una gran variedad de sistemas biológicos. Algunos de ellos requieren
una relativamente alta concentración ”in vitro" o altas dosis "in vivo", y
esto ha sugerido que en estos casos podemos hablar más de "aceptor" que

de receptor (File y col., 1983).

Esta clasificación se basa en el hecho de que el Ro 5-4864 es una

benzodiacepina con poca afinidad por los receptores benzodiacepínicos
centrales. La especificidad de dichos receptores se confirma por la relación

estructura-actividad de las benzodiacepinas y hay claras diferencias entre

los mecanismos de acción de las mismas y otros agentes tranquilizantes
tales como, por ejemplo, el meprobamato y los barbituratos.

Por el contrario, los lugares de unión benzodiacepínicos, 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 farmacodinámicos de las benzodiacepinas.

En 1984 Mestre y col., demostraron que en el músculo papilar del

cobaya, los lugares de unión a las benzodiacepinas periféricas son

verdaderos receptores farmacológicos. El Ro 5-4864, ligando específico de

estos lugares, produce un incremento dosis-dependiente en la velocidad de

repolarización del potencial de acción (duración), y una disminución 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 unión. Estos efectos

no se modifican por la acción del GABA, ni del Ro 15-1788. Por el contra-

rio, dichos efectos pueden ser revertidos por el antagonista periférico PK

11195, cuya unión se ha definido como específica, 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 función fisiológica para los lugares de unión periféricos
en el crecimiento y diferenciación celular. Aumentan la melanogénesis
celular (Matthew y col.,1981), inhiben la proliferación de células del timo

en ratón (Wang y col.,1984), estimulan la metilación en C-6 de los

fosfolípidos en astrocitos (Strittmatter y col.,1979), y modulan la inhibición

inducida por GABA y apomorfina sobre la cesión de prolactina en células

de la pituitaria de rata (Grandison 1981). Asimismo, intervienen en la

inducción de la síntesis de hemoglobina en células eritroleucemicas (Wang

y col.,1984), facilitan la quimiotaxis en monocitos (Ruff y col.,1985; Regan

y col.,1981).

Hay que señalar que estos efectos de las benzodiacepinas a nivel

periférico sobre el crecimiento y la diferenciación celular tan sólo se

observan a concentraciones micromolares, mientras que la unión a los

lugares periféricos de estas mismas células presenta una afinidad

nanomolar. Debe destacarse el hecho de que estos estudios de unión se

han realizado a 0°C, mientras que la medida de los efectos farmacológicos
mencionados se realiza a 35-37°C. Sin embargo, según R. Anholt (1986),
estos efectos no pueden considerarse como efectos tóxicos inespecíficos, sino
verdaderos efectos farmacológicos, ya que el orden de potencia con el que

estos fármacos se unen al lugar de unión periférico es paralelo al orden

de potencia de sus efectos, lo cual sugiere que las respuestas son mediadas

por un receptor farmacológico. Aún no está claro en qué grado tienen

acceso estos compuestos a su sitio de acción intracelular, seguramente a

nivel de la membrana externa mitocondrial, ni cuál es el porcentaje de

ocupación 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 administración 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 benzodiacepínico periférico a concentraciones

nanomolares (Devaud y col., 1987). Por tanto , estos insecticidas podrían
actuar por medio de estos receptores a nivel del receptor benzodiacepínico
periférico.

El ácido araquidónico produce la formación de aniones superóxido
en una línea celular con propiedades similares a los macrófagos, porque
estimula el metabolismo oxidativo. Concentraciones nanomolares de Ro 5-

4864 potencian este efecto y esta potenciación es bloqueada por el PK

11195 (Zavala y col., 1987). Sin embargo, el metabolismo oxidativo en estas

células no se altera en presencia única de benzodiacepinas periféricas. El
aumento de metabolismo oxidativo de los macrófagos por el ácido

araquidónico, parece estar mediado por productos de la lipooxigenasa. De
acuerdo con esto, las benzodiacepinas podrían actuar donde se generan los

metabolitos del ácido araquidónico o donde tiene sus efectos. Uno de estos

puntos de acción podría ser la glutation-S-transferasa, como ya se ha

mencionado. La considerable potencia y selectividad de la benzodiacepinas
periféricas en la oxidación de los macrófagos, se amplía también a

linfocitos (RufF y col., 1985) y monocitos (Laird y col.,1987). En estos

ejemplos parece vislumbrase, más que un efecto directo de las

benzodiacepinas, un efecto modulador por parte de éstas de otros agentes.
Este fenómeno modulador puede ser análogo a lo que ocurre con el

receptor central en el cual las benzodiacepinas actúan de moduladores de

la acción del GABA. A pesar de los efectos dispares de las benzodiacepinas
periféricas, la interacción con su receptor podría implicar un mecanismo

de acción común, que se podría relacionar con las porfirmas, los

metabolitos del ácido araquidónico o la movilización 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 (vesículas). Esta exocitosis es debida a la acción

del calcio, que activa diferentes proteínas intracelulares que facilitan la

emigración de las vesículas, su fusión con la membrana y el vaciamiento

de su contenido. El proceso de liberación de la terminación simpática está

regulado por varios mecanismos, uno de los cuales es la propia
noradrenalina liberada que actúa sobre los receptores Oj presinápticos y,

como consecuencia, inhibe la liberación de noradrenalina, mecanismo

denominado de retroalimentación negativa. Existen también procesos

metabólicos de degradación de la noradrenalina, mediante las

monoaminooxidasa y la catecol-O-metiltransferasa, y fenómenos de

recaptación neuronal y extraneuronal del neurotransmisor.

Los mecanismos moleculares en respuesta a la activación de los

receptores adrenérgicos, depende del tipo de receptor activado. En el caso

de los ai, la respuesta molecular se caracteriza principalmente por el

aumento y la movilización de calcio intracelular; esta variación en la

concentración intracelular de calcio se debe principalmente a la liberación

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 activación del receptor a

con la movilización intracelular de calcio, parece ser debida a la relación

de esta activación con la producción y recambio de los fosfatidilinositoles

de la membrana celular. En cuanto a los receptores Oj, su activación

produce la inhibición de la adenilatociclasa, mediante la intervención de

una proteína G (Ver sección 4), y por tanto reducción del AMPc. La

activación de los receptores 6 sigue el mismo mecanismo que los a,, pero

de signo contrario.
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3.1,-Inositolfosfatos como segundos mensajeros.

La estimulación inducida por ciertos neurotransmisores, entre ellos

la noradrenalina, hormonas y otros mediadores endógenos, provoca la

activación de varios sistemas enzimáticos que generan segundos
mensajeros. Los receptores actúan a modo de "antenas" moleculares en la

superficie de la célula, detectando la información externa (en forma de

hormonas, neurotransmisores, etc.) que se traducen y amplifican mediante

mensajeros secundarios, que controlan numerosos procesos celulares como

metabolismo, secreción, contracción, fototransducción y crecimiento celular.

El mensajero intracelular más conocido hasta ahora era el AMPc,
descubierto por Sutherland y Rail en 1958. Hasta ahora no se conocía la

existencia de otros mensajeros secundarios. La hipótesis de que ciertos

fosfolípidos de membrana eran precursores de mensajeros secundarios

surgió en 1953, cuando Hokin y Hokin descubrieron que la acetilcolina

estimulaba la incorporación de fósforo radiactivo a los fosfatidilinositoles

de la membrana celular. Esta estimulación de la síntesis lipídica era un

reflejo de la previa hidrólisis del lípido inducida por el agonista.

Estudios posteriores revelaron que numerosas señales externas

(neurotransmisores, hormonas y factores de crecimiento) eran mediadas por
este tipo de transmisión, a través de la hidrólisis de fosfolípidos, pero aún

no se conocía su importancia dentro de la estimulación celular (Durell y
col., 1969). Michell, en 1975, propuso que la hidrólisis de fosfatidilinositoles

dependiente de un agonista podía estar relacionada con la movilización del

calcio. La movilización interna de calcio es una de las respuestas de la

célula ante el estímulo de un agonista. El problema que se presentaba era

descubrir cómo la información era transmitida desde los receptores
activados en la membrana celular al almacén de calcio intracelular. Este

hecho se resolvió 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 señal celular doble, que engloba también al

diacilglicerol (Nishizuka y col., 1984, 1988). Durante la activación del

receptor, las moléculas de fostatidilinositol se rompen, por acción de la

fosfolipasa C, en sus dos constituyentes: la parte soluble en agua, el

inositoltrifosfato, que difunde por el dtosol y libera calcio, mientras que la

parte liposoluble, el diacilglicerol, permanece ligado a la membrana, y

activa un enzima, la proteinMnasa C. Este doble mecanismo de

transmisión de la señal juega un importante papel en el control de

numerosos procesos celulares (Fig 5).

3.2.-Lípidos precursores de segundos mensajeros.

El fosfatidilinositol es un fosfolípido abundante en la membrana

celular. Se localiza en la membrana interna y se diferencia de otros

fosfolípidos por su capacidad de ser fosforilado. El grupo inositol, es la

cabeza hidrófila, y tiene cinco hidroxilos libres, pudiendo todos ellos

aceptar,teóricamente, un grupo fosfato. En la práctica, sin embargo, sólo

ciertas posiciones se fosforilan, y esta especificidad viene marcada por

kinasas lipídicas, las cuales se están caracterizando actualmente. La

secuencia de fosforilación 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 isómero 4-fosfato y 4,5-

difosfato, para producir fosfatidilinositol 3,4-difosfato y fosfatidilinositol

3,4,5-trifosfato (Auger y col., 1989). La función de esos nuevos lípidos no

está aún clara, pero podrían estar relacionados con la proliferación celular

(Coughlin y col., 1989).
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Agonist

Figura 5: Representación esquemática de la hidrólisis de

fosfatildilinositoles de membrana (Ptdlns). Principales vías de acción de

inositolfosfatos (InsP) y diacilglicerol (DG). PKC indica la proteinkinasa C

y ER el retículo endoplásmico. 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 eitosol, y puede actuar como

mensajero secundario movilizando el calcio intracelular. La duración de

esta acción está limitada por enzimas, que lo metabolizan por medio de

complicadas reacciones que culminan con la formación 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 último

a inositol.
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El otro mecanismo de inactivación posible viene dado por la acción

de una kínasa 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 proteína reguladora de gran importancia porque

es sensible al calcio, de forma que este ión es capaz de controlar una de

las vías de metabolismo de los inositoltrifosfato (Fig. 6). Hay diversas

evidencias que sostienen que el inositol 1,3,4,5-tetrafosfato, resultante de

la interacción del inositoltrifosfato y la kánasa, es también capaz de

movilizar calcio de sus almacenes intraeelulares, actuando también como

mensajero secundario (Irvine y col., 1988; 1989), aunque su mecanismo de

acción es aún poco conocido, debido a la semivida extremadamente corta

de este metabolito. Este posible mensajero secundario es secuencialrnente

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 regulación de la entrada de calcio del medio extracelular

a través de canales iónicos, tal como propuso Putney en 1986.

Debido a la complejidad del metabolismo del inositol 1,4,5-trifosfato
el mecanismo completo permanece aún oscuro. Sin embargo, es un hecho

comprobado que el inositol que se libera del proceso metabólico es

reutilizado por la célula e incorporado de nuevo a la membrana como

fosfatidilinositol (Fig. 6).

En síntesis pues, el inositol está unido a un lípido 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, resintetizándose 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 liberación de calcio.

Diversos autores han postulado que este metabolito sería capaz

de liberar caldo de sus depósitos intracelulares (Michell y col., 1975;

Berrigde y col., 1983). La primera evidenda que confirmaba esta hipótesis
fue obtenida utilizando células pancreáticas permeabilizadas (Streb y col.,
1983). En ellas se producía liberación de caldo del retículo endoplásmieo
al adidonar al medio inositol 1,4,5-trifosfato. Esta liberadón de caldo se

produda en una cantidad y con una secuenda temporal semejante a la

obtenida con la activadón del receptor. Así en células hepáticas
permeabilizadas, cuando se aplica inositol 1,4,5-trifosfato purificado, se

produce liberadón de caldo radiactivo, y ésta es similar a la cantidad y

propordón de 4*Ca2+ liberado al aplicar adrenalina a hepatodtos no permea-

bilizados (Burgess y col., 1984). Se han utilizado otros inositolfosfato

fosforilados en posidón 4 y 5, y se ha visto que también son capaces de

liberar caldo (Burgess y col., 1984; Irvine y col., 1984).

Actualmente, la investigadón se centra en caracterizar tanto el

lugar como en el mecanismo de acdón del inositoltrifosfato. Las células

contienen una gran variedad de orgánulos capaces de secuestrar caldo

(retículo endoplásmieo, mitocondria, caldosomas, y vesículas de secredón),

pero el candidato más probable como lugar de acdón del inositoltrifosfato

es el retículo endosplásmico.

En cuanto al mecanismo de acdón, se acepta el hecho de que el

inositol 1,4,5-trifosfato se une a un receptor, el cual abre un canal de

caldo que permite la salida de caldo al dtosol (Fig. 5). Vesículas

membranales, aisladas del retículo endoplásmieo de músculo liso han sido

incorporadas a bicapas lipídicas, donde han mostrado flujos de caldo

sensibles a inositoltrifosfato, con conductandas de 10 pS (Elhrich y col.,
1988). Los antagonistas clásicos del caldo, como el nitrendipino y

verapamilo, no son capaces de antagonizar este flujo de caldo (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, dorpromazina y trifluoroperazina, pero es sensible a la acción

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 isómero 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

proteína de 260 kD (Supattapone y col., 1988), que si se purifica y se

reconstituye en una bicapa lipídica puede actuar como un canal de calcio

(Berrigde, 1989), lo cual indica que esta proteína es responsable a la vez

de la unión del inositolfosfato y de la salida de calcio al citosol. Estudios

inmunocitoquímicos, utilizando anticuerpos específicos, han mostrado que

el receptor al inositol 1,4,5-trifosfato se localiza en el retículo endoplásmico
y también en la membrana nuclear (Ross y col., 1989).

3.4„2.-DiaeilgIicerol y proteinkinasa C.

El 1,2-diacilglicerol es el otro producto de la hidrólisis de los

fosfatidilinositoles por la fosfolipasa C. Este glicerol inicia la activación de

una kinasa específica, la proteinkinasa C, reduciendo su requerimiento de

calcio (Nishizuka, 1984). La activación de esta proteína se traduce en una

gran variedad de señales intracelulares, entre las que destaca la regulación
de numerosos procesos calcio-dependientes.

La proteinkinasa C se aisla principalmente de la fracción soluble

de diferentes tejidos, como el cerebro (Kikkaba y col., 1982), en su forma

inactiva; es decir en condiciones básales se encuentra en el citosol inactiva

y cuando se incorpora a la membrana se activa (Kraft y col., 1983).

Estudios recientes muestran que la distribución de esta proteína es

variable según 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 fosfolípidos, en especial fosfatidilserina (Nishizuka y

col., 1983); la estimulación celular induce la interacción de la kinasa con

la fosfatidilserina de la membrana, situación física en la que el enzima

es activo. El diacilglicerol que se libera en un determinado tipo de

estimulación celular, por ejemplo a través de receptores a, aumenta de

forma drástica la afinidad de este enzima por el calcio y provoca la

activación del enzima sin que se aumente la concentración neta de calcio

(Kaibuchi y col., 1981) por lo que su activación es independiente de la

acción del inositoltrifosfato. El enzima es un polipéptido donde podemos
diferenciar dos dominios diferentes, uno hidrófobo unido a membranas, y
otro hidrófilo con el centro catalítico (Kishimoto y col., 1983). La función

de este enzima es fosforilar residuos de serina y treonina de proteínas

endógenas aunque la naturaleza de sus sustratos fisiológicos es aún

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 acción del 1,2-diacilglicerol
está limitada por la rapidez con que se metaboliza. El proceso de

metabolización del diacilglicerol se realiza mediante la intervención de una

lipasa que lo transforma en 2-monoacilglicerol y posteriormente a glicerol
y araquidónico o bien es fosforilado por una diacilglicerolkinasa a ácido

fosfatídico, el cual es reutilizado por la célula en la síntesis de

fosfoinositoles.

3.5.-Activación de la fosfolipasa C por una proteína G.

El mecanismo por el cual la unión de un agonista a su receptor
provoca la activación de la fosfolipasa C, no está aún bien descrito; pero,
al igual que en el caso de la activación de la adenilatoeielasa, parece más

que probable que exista una proteína G reguladora de esta activación

(Minnemann y col., 1988) (Fig. 6).
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En el caso de los receptores alfa, la primera evidencia de esta

relación, surgió a raíz del estudio de las constantes de afinidad en estudios

con radioligandos específicos. Está bien establecido que la afinidad de los

agonistas por receptores ligados a adenilatociclasas, que se hallan

reguladas por proteínas G, se ve afectada por el GTP y sus análogos
(Limbird y col., 1981). Esto es debido a la formación de un complejo
ternario estable (agonista/receptor/ proteína G) que es desestabilizado por

GTP, lo cual se traduce en una disminución de la afinidad del agonista por

su receptor. Partiendo de estas premisas, Goodhart y col. (1982) y Snavely
y Insel (1982) descubrieron que los nucleótidos de guanina también

modulaban la unión de los agonistas alfa a sus receptores. Esta

observación ha sido confirmada por otros autores (Boyer y col., 1984;
Colucci y col., 1985; Lynch y col., 1984).

Análogos estables del GTP producen la hidrólisis del

fosfatidilinositol en cállalas pancreáticas permeabilizadas (Merrit y col.,
1986) y en neutrófilos (Bradford y col., 1986), y también en preparaciones
de membranas de neutrófilos (Cockford y col., 1985), hígado (Wallace y col.,

1985), cerebro (González y col., 1985) y otros tejidos (Litosh y col., 1986).

Todos estos resultados apoyan la teoría de una regulación de la

fosfolipasa C por proteínas G. Por otra parte, también se observa hidrólisis

de fosfolípidos como respuesta a la activación de otros receptores, como los

serotoninérgicos (Limbird y col., 1981), muscarínicos (Hepler y col., 1986),

receptores a la vasopresina y angiotensina (Uhing y col.,1986). Como era

de esperar esta activación es dependiente de nucleótidos de guanina. La

identidad y propiedades de la proteína(s) G implicadas no está clara.

La toxina pertussis, que inactiva la Gi, bloquea la activación de la

hidrólisis de fosfatidilinositoles por determinados tipos de receptores
(Nakamura y col., 1985; Pfeilschifter y col., 1986) y bloquea algunos de los

efectos mediados por receptores a! en miocitos cardíacos (Steinberg y col.,
1985).
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Figura 6: Metabolismo de los fosfatidilinositoles por

activación de un agonista. De Berridge y col., 1989.
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Ya que la toxina pertussis, actúa ribosilando la proteína G¡ y, por

tanto, inhibiendo la adenilatocielasa (Gilman y col., 1984), la proteína(s)
G implicadas en la hidrólisis de los fosfatídilinositoles es similar a ésta.

Sin embargo, en muchos sistemas, el pretratamiento con toxina pertussis
no tiene efecto sobre el metabolismo de estos lípidos. La explicacdón más

probable para esta discrepancia, es que existan dos proteínas G implicadas
en la activación de la fosfolipasa C ligada a receptores diferentes.

El calcio citosólico libre también afecta a la actividad de la

fosfolipasa C, ya que la activación de la hidrólisis del

fosfatidilinositoldifosfato es bloqueada si se elimina el calcio del medio,

sugiriendo que la activación del enzima es dependiente, por lo menos en

cierto grado, de la concentración de calcio intracelular (Minnemann, 1988).

4.-NEUROTRANSMISION COLINERGICA.

Cuando un potencial de acción llega a una terminación colinérgica
provoca la apertura rápida y transitoria de los canales de calcio de la

membrana presináptica, favoreciendo de esta forma la penetración calcio

en el interior de la célula. Al aumentar la concentración intracelular de

este ión se desencadena la movilización de la acetilcolina, tanto de su

forma libre, como de las vesículas que la contienen, y se produce su

liberación al espacio sináptico. La acetilcolina liberada interactúa con sus

receptores y, posteriormente, es metabolizada por enzimas específicos, las
acetilcolinesterasas.

Los receptores colinérgicos se pueden dividir en nicotínicos y

muscarfnicos, según su respuesta diferencial a agonistas y antagonistas y

también por los diferentes mecanismos moleculares a los que están

asociados. Los receptores nicotínicos están asociados directa y

permanentemente a canales de sodio y los muscarmicos están asociados a

otros canales iónicos de forma pasajera, en determinados tejidos (corazón),

y también a la inhibición de la adenilatocielasa, a través de una proteína
inhibidora GTP-dependíente (musculatura lisa, glandular y neuronal).
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4.1.-Proteínas G.

En la última década se ha incrementado el conocimiento del papel
de las proteínas G como mediadoras entre la activación de los receptores

y el efector. La proteína 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 o fosfodiesterasa activadas por

GMPC , así como el funcionamiento de ciertos canales iónicos.

Hasta hace poco, se conocían tres tipos de proteínas G: G„ Gt,

responsables del acoplamiento positivo y negativo, respectivamente, de

ciertos receptores con la adenilatociclasa, y la Gt, 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

proteínas G, como la G0 , inhibidora de la corriente de calcio y localizada

en células nerviosas y otras células excitables (Homburger y col., 1987;
Brabet y col., 1988), Gp

activadora de la fosfolipasa C, Giru> relacionada con

el receptor de la insulina, y el hecho de que existan diferentes subtipos de

éstas (tres para la G¡, dos para la G0, cuatro para la G.) ha hecho pensar

en el importante papel que deben desarrollar en los mecanismos de

transducción de señales intercelulares y, por tanto, se perfilan como el

mecanismo común implicado en la regulación de un gran número de

procesos de transducción, no sólo entre el exterior y el interior celular, sino
también entre los diferentes compartimientos de la célula (Boume y col.,
1988).

Así, por ejemplo, en los últimos cinco años, se ha puesto de

manifiesto la implicación de proteínas G en la regulación de canales iónicos

dependientes de neurotransmisores y hormonas (Pfaffinger y col., 1985;
Breitwieser y colv 1985).
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4.1.1.-Estructura de las proteínas G.

Las proteínas G están formadas por tres subunidades; la

subunidad a (39-52 kD), la B (35 y 36 kDa) y la gamma (5-8 kDa). La

subunidad a constituye el componente específico de cada proteína G y es

donde se localiza el lugar de unión del GTP. Sólo existen dos tipos de

subunidad B, y en cuanto a la subunidad gamma, sólo la que forma parte

de la proteína Gt 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 sólo la subunidad gamma es una

proteína de membrana, ya que es la única hidrófoba, mientras que, tanto

la subunidad a y B son proteínas hidrófitas. A pesar de ello, la subunidad

a puede adherirse a la membrana celular una vez se ha producido la

disociación del dímero B-gamma, hecho que ocurre cuando se produce la

activación de la proteína G por el receptor.

4.1.2.-Mecanismo de activación y acción de las

proteínas G.

El modelo de activación de las proteínas G se basa, en su mayor

parte, en el conocimiento de la activación de la proteína GB . Antes de la

activación de la proteína por el receptor, ésta se encuentra en forma de un

heterotrímero oBgamma. El lugar de unión de los guanilnucleótidos en la

subunidad a está ocupado por un GDP. Cuando se produce la activación

del receptor por un agonista éste provoca un cambio conformacional del

receptor que interactúa con la proteína G„ actuando de catalizador y

estimulando el intercambio GDP-GTP. La formación de una molécula de

GTP en la subunidad a conlleva la disociación del trímero en ésta y el

dímero B-gamma (Fig. 7).

El complejo a-GTP es el que se encarga de activar la

adenilatociclasa, y esta activación cesa cuando se produce la hidrólisis, por
una GTPasa, de GTP a GDP obteniéndose de nuevo el complejo oc-GDP,
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capaz de reasociarse con el dímero i-gamma, para formar, de nuevo, la

proteína G desactivada. La hidrólisis del GTP a GDP y liberación de

magnesio se efectúa, como hemos dicho por una GTPasa, que sólo puede
actuar cuando el receptor se desacopla de la proteína G. El tiempo medio

de la ocupación de un receptor por el agonista permite a éste activar

varias proteínas G, asegurando un mecanismo de amplificación de la señal.

II

III

Figura 7: Mecanismo de activación de la adenilatociclasa (AC) por
una proteína G, asociada a un receptor. De Bockaert, 1989.
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Se han clonado veinticuatro receptores acoplados a proteínas G,

pero es posible contabilizar por lo menos 86 receptores diferentes

(Bimbaumer y col., 1990) que están acoplados a un amplio número de

efeetores por proteínas 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 proteínas G (Tanabe y col.,1986; Yatani y col., 1988) y

fosfolipasas reguladas por proteínas G (Selinger y col. 1988; Bloomquist y
col. 1988).

4.1.3.-Proteínas G; su identificación por toxinas.

La toxinas bacterianas del Vibrio choleras (TC) y de Bordetella

pertussis (TP) pueden modificar de forma covalente las subunidades a de

las proteínas G. Estas toxinas son enzimas de la familia de las ADP-

ribosiltransferasas, que catalizan la transferencia del ADP-ribosa del NAD +

a la subunidad a de la proteína G.

Utilizando estas dos toxinas podemos diferenciar cuatro grupos de

proteínas G:

1.-Proteínas G sensibles únicamente a la toxina colera,

incluyéndose aquí las proteínas G„.
2.-Proteínas G sensibles únicamente a la toxina pertussis,
es el caso de la proteínas Gt y G„.
3.-Proteínas G sensibles a ambas, protema Gt .

4. -Proteínas G que no son sensibles a ninguna de las dos.

La TC activa la G, , mientras que la TP inhibe la G„ ambas

actúan por ADP-ribosilación de la subunidad a, evitando el acoplamiento
entre las proteínas G y su receptor; la TP y la TC son, pues, unas

herramientas muy útiles para determinar si un receptor está acoplado a

una Gj o una G.. Por ejemplo, el tratamiento durante varias horas con TP

previene la movilización de calcio, inducida por un agonista en neuronas
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de ganglios dorsales (Shangold y col., 1988), células GH3 (Rosenthal y col.,

1988), etc.

4.2.-Proteínas G y canales iónicos.

Hasta hace pocos años no se podía asegurar con certeza la relación

entre las proteínas G y los canales iónicos, sin embargo en los últimos

años se han realizado numerosos avances en el estudio de esta

interrelación, estableciéndose que hay una interacción entre las proteínas
G y los diferentes canales iónicos de los que dispone la membrana celular.

Se ha constatado la presencia de dos tipos de control de estos canales por

parte de las proteínas G: un control indirecto y otro de tipo directo.

4.2.1- Control indirecto de los canales iónicos por las

proteínas G.

Los canales iónicos has sido clasificados clásicamente en dos

categorías. Dentro de la primera el canal iónico y el receptor al

neurotransmisor forman parte de una misma estructura molecular, por lo

que se denominan canales iónicos receptor-dependientes. Aquí podríamos
incluir los receptores nicolínicos de la acetilcolina, los receptores A del

GABA y los receptores a la glicina. La interacción del neurotransmisor con

su receptor conlleva un cambio estructural de éste que hace que los iones

pueden circular por el canal iónico.

En la segunda categoría de los canales iónicos voltaje-dependientes,
el canal está 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, interactúe con una pro-

teína G y que ésta active un enzima que genere un mensajero secundario,

las proteínas G relacionadas con este tipo de mecanismo son las G, (que,
como ya se ha indicado estimulan adenilatociclasa) y G

p Gas cuales

estimulan la fosfolipasa C) produciéndose, así como mensajeros secundarios,
bien AMPc o inositoltrifosfato/diacilglicerol. Entre otros mensajeros
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secundarios implicados en el control de los canales iónicos podemos citar

al GMPc y el ácido araquidónico y sus derivados.

El mecanismo por el cual los segundos mensajeros controlan los

canales iónicos es más controvertido y existen diferentes mecanismos

aceptados. Be postula que el segundo mensajero activa una proteinkinasa
que fosforila directamente el canal iónico. Este mecanismo es al que se

debe al cambio de actividad de los canales de calcio voltaje-dependientes
a nivel cardíaco por la noradrenalina (Deterre y col., 1982).

Otro de los mecanismos propuestos por el cual un segundo
mensajero puede controlar los canales iónicos fue descubierto recientemente

por Fesenko (1985). Se debe a una interacción 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-

líos retiñíanos. Asimismo, los canales iónicos de la mucosa nasal son

activados directamente por AMPc y GMPc (Gold y col., 1987). Por otra

parte hay también la evidencia de la regulación de los canales de calcio

por inositolfosfatos (Ver apartado 3).

4.2.2-Control directo de los canales iónicos por

proteínas G.

Este tipo de control ha sido descubierto recientemente. La proteína
G una vez activada por el receptor, interactúa directamente con el canal

iónico, bien para cerrarlo o bien para abrirlo. Por ejemplo, la unión de la

acetilcolina al receptor muscarínico cardíaco, activa el canal de K+

, denomi-

nado canal de rectificación, que inhibe el marcapasos cardíaco por

hiperpolarizadón. Cuando se mide la actividad de los canales de potasio
de estas células mediante técnicas de "patch-clamp", se observa que la

aplicación de acetilcolina, sólo activa los canales de K+ próximos al

receptor, y no cualquier canal de K+ celular, como sería de esperar si la

activación fuera mediada por mensajeros secundarios. Ello sugiere, pues,
que este receptor colinérgico es un receptor-canal. La incubación de las

células cardíacas con la TP inhibe el efecto de la acetilcolina (Pfaffinger y
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col., 1985). Por tanto, una proteína G sensible a esta toxina , está

implicada en el acoplamiento del receptor inuscarínico y el canal de K+ del

corazón, sin que sea necesario la producción de un segundo mensajero.

En resumen, hemos visto que las proteínas G pueden controlar

dos efectores diferentes, un enzima y un canal iónico. Por otra parte, se

ha observado en estudios preliminares que la proteína G0 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

cardíacas) (Hescheler y col., 1987).

5.-EV1PORTANCIA 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 número de funciones celulares, como la respuesta contráctil, el

metabolismo, y la liberación de neurotransmisores y hormonas.

La concentración 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 estáticos, sino que sufren constantes

oscilaciones durante los distintos procesos celulares. Tras estimular la

célula, la concentración citosólica de este ión puede alcanzar valores de

hasta 10 jiM.

Intracelularmente, el ión calcio actúa a través de la activación de

diversos tipos de enzimas, para lo cual se une previamente a proteínas
fijadoras de Ca+2

por las que presenta una gran afinidad. Entre ellas cabe

destacar la calmodulina (presente en múltiples células), la troponina C (en
músculo estriado) y el fosfolambano (en retículo endoplásmico de miocardio)
(Flórez y col., 1987).
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Las variaciones de la concentración de calcio intracelular pueden

producirse por movilización del calcio de sus almacenes intracelulares o por

un incremento de la permeabilidad de la membrana a este ión (Fig. 8).

5. l.-Movilización de calcio intracelular.

5.1.I-Almacenes intracelulares de calcio.

a.-Retículo endoplásmico.

La rápida liberación y la subsiguiente reacumulación de calcio por

el retículo endoplásmico son las responsables de la contracción y relajación
de los miofilamentos. Ambas se producen gracias a dos sistemas de

transporte de calcio:

- Canal de calcio: la excitación de las células musculares,

por ejemplo por despolarización de la membrana plasmática durante el

potencial de acción (Huxley, 1971), causa la apertura de los canales y una

salida masiva del calcio almacenado al espacio citoplasmático (Winegard
y col., 1970) y, por consiguiente, la contracción de los miofilamentos .

- Bomba de Ca+2-Mgf2APTasa-dependiente activada por

fosforilación, que introduce calcio dentro del retículo endoplásmico
(Jorgensen y col., 1982). Esta bomba es regulada mediante la fosforilación

del fosfolarribano, que depende a su vez de los niveles de AMPe

(Eggermont y col., 1988; Raeymaekers y col., 1986). El GMPc también

puede regular esta bomba a nivel del músculo liso (Twort y col., 1988).

Los ealciosomas son otros almacenes intracelulares, similares al

retículo endoplásmico, 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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diferentes mecanismos de transporte de caldo, entre los que se encuentran:

un transportador de Ca+2
, capaz de movilizar caldo a través de la

membrana interna hada la matriz mitocondrial (Carafoli y col., 1976;

Cropmton y col., 1985; Nichols y col., 1982)); un transportador Na+-Ca2+
,

localizado en la membrana interna, inhibido específicamente por algunos
antagonistas del caldo (diltiazem) y por lantánidos (Carafoli y col. 1974).

Como ya se ha mendonado, la entrada-salida de caldo a nivel

mitocondrial no tiene aún una explicadón concreta, aunque se postula que

esta movilizadón del ión caldo está reladonada con la reguladón de las

deshidrogenasas caldo-dependientes intramitocondria]es (Dentón y col.,
1986).

Figura 8: Sistemas de control de caldo en células eucariotas. El

esquema muestra las proteínas solubles fijadoras de caldo y las proteínas
de transporte asodadas a la membrana, tanto desde el exterior celular al

interior como la entrada de caldo a los almacenes intracelulares. De

Carafoli y col., 1990.
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5.1.2.-Liberación de calcio inducida por calcio (CICR).

La entrada de pequeñas cantidades de calcio durante la

estimulación de la célula puede promover la liberación de una gran

cantidad de calcio del retículo endoplásmico (Van Breemen, 1965). La

liberación de calcio del almacén intracelular se debe a la activación de

canales de calcio; estos canales se activan a concentraciones pM de calcio,
mM de ATP, AMPc, cafeína y, parcialmente, por ryanodina (Smith y col.,

1985; Saida y col., 1984). La procaína bloquea estos canales (Saida y col.,

1984).

5.1.3.-Liberación de calcio inducida por

inositoltrifosfato.

Como ya se ha mencionado en el apartado 3, el 1,4,5-
inositoltrifosfato induce la liberación de calcio de sus almacenes

intracelulares (retículo endoplásmico). La liberación de calcio inducida por

inositoltrifosfato (1 pM) es suficiente para provocar la respuesta contráctil

de las células musculares (Suematsu y col., 1984; Yamamoto y col., 1985).
La interacción de los inositoltrifosfatos con su receptor específico (Baukal

y col., 1985) abre los canales catiónicos y como consecuencia se libera

calcio de los almacenes intracelulares. Parece ser que la apertura de este

canal receptor dependiente está regulado por nucleótidos de guanina
(Dawson y col., 1985, 1987; Gilí y col., 1986). Sin embargo, la liberación

de calcio inducida por calcio (CICR) no requiere GTP y es insensible a la

toxina pertussis. Asimismo, la procaína afecta fundamentalmente la CICR

más 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.-Movilización de calcio en la membrana plasmática.

Son varios los mecanismos que permiten una corriente de calcio

hacia el interior de la célula. Una forma de incrementar rápidamente la

concentración 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

despolarización de la membrana celular, bien sea, incrementando la

concentración de potasio extracelular o por medio de estímulos eléctricos.

La activación de estos receptores (adrenérgicos, serotoninérgicos...) puede
modular la acción de los canales de calcio voltaje-dependientes a través de

mecanismos de fosforilación dependientes de AMPc.

La entrada del calcio a través de los canales de calcio

receptor-dependientes se produce tras la interacción de moléculas

endógenas o fármacos 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 sólo en ausencia

de éstos, y con menos eficiencia, los empleará 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 biofísi-

cas y por su sensibilidad a la inhibición por iones inorgánicos (Co+2
, Cd+2

,

Mn*2 , La*3 , etc...), por bloqueantes y toxinas.
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Se diferencian tres tipos de canales de calcio: canales T, N y L.

El canal L es el único sensible a los antagonistas clásicos del calcio. En

este canal existen, al menos, cuatro lugares de unión distintos para los

fármacos, y dicha unión 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 pequeña. Se

activa a potenciales de membrana más negativos que el canal L; es

insensible a los antagonistas clásicos.

b.- Canal N: A su través se produce un gran intercambio de

corriente de calcio. Sólo se ha caracterizado en ciertas neuronas. La

activación de los canales de calcio voltaje-dependientes en el cerebro es la

responsable de la liberación de neurotransmisores desde las terminaciones

nerviosas presinápticas, así como de los fenómenos de vaciamiento

neuronal.

La omega-Conotoxina es una toxina aislada de Conus geographus,
que posee actividad bloqueante de los canales de calcio presinápticos tipo
N y L, en distintas preparaciones neuronales (Kerr y Yoshikami, 1984), e

inhibe la captación de ^Ca*2 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 liberación

de neurotransmisores en condiciones normales. Estos datos están de

acuerdo con la teoría de que los canales de calcio de tipo N, que son

bloqueados por omega-Conotoxina, son de localización presináptica y

responsables de la liberación de los neurotransmisores (Kerr y col., 1988).
Esta teoría se ve confirmada por el notable efecto depresor que ejerce la

adenosina sobre la neurotransmisión, compuesto este que posee una

actividad inhibidora sobre el canal N (Tsien y col., 1987).

c.- Canal L: Unicamente se activa por despolarización de la

membrana. Es el lugar de acción de los antagonistas clásicos del calcio:



57dihidropiridinas, 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 activación del músculo

liso vascular.

El estudio de la composición estructural del canal de calcio tipo
L indica que está formado por una serie de subunidades: au a¡¡, B y 6.

Estas suhunidades dan lugar a un conjunto glicoproteico de características

hidrofóbicas.
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Figura 9: Representación estructural de los canales L de calcio

voltaje-dependientes. De Takahashi y col., 1987.



58
La subunidad más conocida es la subunidad oq, considerada como

el sitio de unión de las 1,4-dihidropiridinas y de las fenilalquilaminas;
además, es el sitio de fosforilación de la proteinkinasa AMPc-dependiente.
Se compone de varios segmentos, uno de los cuales es un sensor de voltaje
presente también en otros canales iónicos. La función del resto de las

subunidades no se conoce, pero se sabe que estabilizan el canal en una

conformación 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 bioquímica, electrofísiológica
y farmacológicamente como antagonistas de los canales de calcio

voltaje-dependientes. Se trata de un grupo heterogéneo desde el punto de

vista químico y farmacológico, ampliamente empleados en clínica para

tratar desórdenes cardiovasculares, tales como las arritmias

supraventriculares, la angina de pecho y la hipertensión (Fleckenstein y

col., 1983a y b; Kaplan y col., 1988).

Los antagonistas del calcio bloquean primordialmente el canal de

calcio voltaje-dependiente tipo L. Aún no se conoce de forma exacta cómo

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 estímulos de frecuencia y potencial de membrana

(Hondeghem y col., 1977, 1984). Las diferencias en las características de

bloqueo explican las distintas propiedades farmacológicas.
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Figura 10: Estructuras químicas de verapamilo, nifedipino
y diltiazem, representantes de las tres familias de antagonistas
del calcio.
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Para el verapamilo, diltiazem y análogos, se ha descrito un

aumento en su actividad inhibidora al producirse un aumento en la

frecuencia de estimulación, reflejando de esta manera una interacción

preferencial de estos ligandos con el estado activado o inactivado del canal.

Ello explica su eficacia en el tratamiento de las arritmias cardíacas. En

cambio, la potencia de bloqueo de las dihidropiridinas depende del

potencial de membrana.

Las dihidropiridinas se han mostrado 1.000 veces más potentes,
como bloqueantes de los canales de calcio voltaje-dependientes en músculo

cardíaco, a potenciales despolarizantes que a potenciales hiperpolarizanres
(Sanguinetti y col., 1984). De este modo, es posible que la selectividad de

las dihidropiridinas por el músculo liso vascular sea debida a que el

potencial de reposo del músculo liso es menos negativo que el del músculo

cardíaco (Kamp y col., 1987). Por esta razón las dihidropiridinas presentan
una afinidad elevada por el estado inactivado del canal que es el

promovido por la despolarización prolongada de la membrana (Godfraind

y col. 1988).

Los canales de calcio voltaje-dependientes se modulan por un

cierto número 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 hipótesis de un mecanismo de control endógeno
(Gross y col., 1985) por moléculas que se unirían al canal de calcio

regulando su actividad.
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Figura 11: Estructura química de los activadores del canal

de calcio voltaje-dependiente.

Como reguladores endógenos se han propuesto la

palmitoilcamitina, metabolito lipídico que posee una acción similar al Bay
K 8644, y la sustancia P que aumenta la unión de los antagonistas de

calcio a nivel cerebral, y la captación del calcio en la despolarización
provocada por potasio. Ello parece indicar una relación 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 músculo arterial. Estos canales eran de

conductancia baja, insensibles al voltaje y al nifedipino y se

desensibilizaban rápidamente en presencia de ATP. Ya que estos canales

no eran activados cuando el ATP se aplicaba fuera de la pipeta de "patch
clamp", se concluyó que se trataba de canales de calcio acoplados a un

receptor. En este tipo de receptores se produce una modificación del estado

molecular del canal que permite el paso de iones a su través en una

dirección 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 estarían acoplados a

diferentes tipos de receptores a través de un sistema de segundos
mensajeros. La naturaleza del segundo mensajero implicado, aún está por

dilucidar, aunque existen evidencias de que podrían ser el 1,4,5-
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 último un

posible regulador de algunos de estos canales podría ser el calcio

titoplasmático (Von Tschamer y col., 1986). La Figura 12 muestra las

diferentes posibilidades de regulación de los canales de calcio receptor-

dependientes.

Figura 12: Representación esquemática de los canales de calcio

voltaje-dependientes (VGC) y receptor-dependientes (ROC). La unión de un

agonista a su receptor puede abrir directamente el ROC o bien

indirectamente a través de mensajeros secundarios como las proteínas G,
los inositolfosfatos (IP) o calcio. Los canales de calcio voltaje-
dependientes pueden activarse por acción directa de un agonista (Bay K
8644 etc.) o bien indirectamente por medio de la activación de la

proteinkinasa C por el diacilglicerol (DAG). De Van Breemen y col., 1989.
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5.3.-E1 ión calcio en la contracción.

El proceso contráctil en el músculo liso tiene lugar por la

interacción de los filamentos de actina y miosina. El calcio juega un papel
esencial en la interacción entre actina y miosina responsable de la

contracción muscular.

El proceso se inicia con la unión del Ca+2
a la calmodulina, lo que

induce un cambio conformacional de esta proteína (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 fosforilación de la subunidad

reguladora de la cadena ligera de la miosina. Esta activación resulta de

la unión de una calmodulina con la subunidad catalítica de la kinasa

(Blumenthal y col., 1980). La kinasa activada fosforila la cadena ligera de

la miosina y esta fosforilación permite a la miosina incrementar la

actividad de la ATPasa-magnesio-dependiente de cadena de miosina,
necesaria para provocar la hidrólisis de ATP y la interacción con los

filamentos de actina, desarrollándose la contracción. Este es el proceso

mayoritario por el cual se produce la contracción. Sin embargo, es

necesario destacar un segundo procedimiento de tipo regulador que

depende también de calcio. El calcio puede regular la interacción actina-

miosina a través de los componentes de filamentos finos, que tienen

afinidad por dicho ión sin necesidad de fosforilar previamente la cadena

ligera de la miosina (Stull y col., 1988). Estos filamentos activan,

dependiendo de la concentración de calcio, la ATPasa-Mg+2 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 liberación de éste de

sus almacenes intracelulares.

Al igual que el proceso de contracción, el proceso de relajación
requiere la presencia de una fosfatasa que defosforile la cadena ligera de

miosina activada (Pato y col., 1985) y la movilización de calcio, pero en

este caso disminuyendo la concentración de este ión libre en el citoplasma.
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Figura 13: Esquema general de la regulación de la contracción en

el músculo liso. De Stull y col., 1988.

Esta disminución puede deberse a la recaptación de calcio por los

almacenes intracelulares, a la inactivación de los canales de la membrana

plasmática y al aumento de la cantidad de calcio que sale de la célula.

Ambos procesos están regulados por mensajeros secundarios (Stull y col.,
1988) e implican al AMPc y probablemente el sistema de proteínas G, ya
que el ión F inhibe la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (Karaki

y col., 1988).

Compuestos que inducen la relajación muscular (fí-

adrenoreceptores) actúan activando la adenUatociclasa y aumentando el

AMPc intracelular. Asimismo, compuestos que inhiben la fosfodiesterasa

inactivadora del AMPc, y que por tanto, incrementan el AMPc, relajan
también la musculatura lisa. El AMPc activa la proteinkinasa AMPc-

dependiente, la cual fosforila e inactiva la kinasa de la calmodulina, y por
tanto el proceso contráctil 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 contracción, se puede deducir que la

defosforilación de la cadena ligera de la miasma no es esencial en el

proceso de relajación, y que existen otros mecanismos de relajación. La

proteinMnasa activada por el AMPc puede estimular también la ATPasa-

Na7K+ de membrana, favoreciendo así la activación de la bomba Na7K+

,

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 relajación muscular.

El incremento de GMPc es otro de los mecanismos propuestos

para explicar la relajación del músculo liso (Schulz y col.,1991). El GMPc,
sus análogos sintéticos y los inhibidores de la fosfodiesterasa que evitan

su degradación presentan propiedades vasodilatadoras. El mecanismo por

el cual este nucleótido actúa está por estudiar.

5.4,-Benzodiacepinas y canales de calcio.

5.4.1.- Relación de las henzodiacepinas centrales con

el canal de calcio.

Diversos estudios demuestran que el diazepam presenta

propiedades inotropo y cronotropo negativas. Estos hechos sugieren la

participación de las henzodiacepinas, a concentraciones micromolares, en
la función del canal de calcio (Bender y col., 1985; Mestre y col., 1985).

Los efectos antagonistas del calcio de las henzodiacepinas centrales

no están limitados al sistema cardiovascular. Diversos estudios (Ferrendelli

y col., 1982; Taft y De Lorenzo, 1984) muestran, que a concentraciones

micromolares inhiben la captación de calcio en los sinaptosomas inducido

por despolarización, siendo este proceso estereoespecíñco. Asimismo, la
duración del potencial de acción dependiente de calcio es reducido por

diazepam y Ro 5-4864 a concentraciones de 0.5 pM y 50 pM
respectivamente (Mestre y col., 1984a; 1985). Las henzodiacepinas también
facilitan la despolarización inducida por la liberación de dopamina, con una
actividad dependiente en parte, de la presencia de un sustituyente en N-l

(Mitchell y Martin, 1979).
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5.4.2.- Relación de las benzodiacepinas periféricas con

el canal de calcio.

Los receptores benzodiacepínicos 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 duración del potencial de acción a

concentraciones del rango 3 x lO -3 pM y 3 pM, efecto que es bloqueado por

PK 11195. Este último compuesto es capaz de bloquear los efectos de los

antagonistas del calcio (nitrendipino, verapamilo y díltiazem) 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

asociación entre canal de calcio y los sitios de unión benzodiacepínicos
periféricos. Los procesos de inhibición del canal de calcio no se

correlacionan con las afinidades de las benzodiacepinas periféricas a sus

receptores. Así como tampoco existe una relación 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 benzodiacepínico 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 unión a los receptores benzodiacepínicos
periféricos sólo 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 acción de las benzodiacepinas

en los canales de calcio.

La elevada concentración de benzodiacepinas necesaria para la

modulación 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, así como efectos no

específicos 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 experimentación y de las convulsiones

epilépticas en clínica humana (Rampe y col., 1987).



IL-PÁRTE EXPERIMENTAL



69
A.-EXPERJENCIAS EN CONDUCTO DEFERENTE

AISLADO DE RATA.

1.- Obtención y montaje en baño de órganos del

conducto deferente de rata.

Para llevar a cabo las siguientes experiencias se utilizaron ratas

Sprague-Dawley, de peso 300-350 g,procedentes del estabularlo 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

exsanguinación por arteriotomía carotídea. Seguidamente, el animal se

dispuso en decúbito supino sobre una tabla quirúrgica, y se practicó una

laparatomía media, a fin de poner al descubierto el paquete intestinal.

Para facilitar la resección de los conductos deferentes, se desplazaron los

testículos desde su posición escrotal a la cavidad abdominal.

Los conductos deferentes de rata son unas finas estructuras

blancas, que parten del epidídimo, cerca de los testículos, hasta la vesícula

seminal. Los conductos deferentes deben ser extraídos en su totalidad,
evitando cualquier lesión que se pueda producir en el órgano. Una vez

diseccionados, se colocaron en una placa de Petri que contenía una solución

de Krebs-Henseleit (adecuada para cada tipo de experiencia) aireada

convenientemente y de forma regular con carbógeno (95 % 02, 5% C02). A

continuación, se separó cuidadosamente el tejido conectivo y vasos

sanguíneos adheridos al órgano. También se extrajo el semen que pudiera
haber en el interior del conducto. A continuación se procedió al montaje
del órgano atándose éste, por su extremo epididimal, a la barra soporte del

baño; se toma una longitud constante de 2 cm y finalmente, se transfiere

a la copa del baño, de 20 mi de capacidad. El extremo libre se liga a un

transductor de tensión 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 baño» se sometieron a un período de estabilización de 30 min,
a una tensión 0.4 g y a una temperatura constante de 37 °C. A lo largo
de toda la experiencia se aplicó una aireación con carbógeno (95% 02 , 5%

C02) de forma continua y homogénea, a través de una placa porosa de

vidrio situada en la base del baño.

2.-Protocolo experimental de la estimulación del

conducto deferente con noradrenalina exógena.

La solución fisiológica nutritiva utilizada cuando se estimuló el

conducto deferente con noradrenalina exógena es Krebs-Henseleit,

desprovista de magnesio, cuya composición, en mM, fue como sigue:
NaCl,86.2; KC1, 4.7: Na2S04 , 1.2; KH^O*, 1.19; CaCl 2 , 1.9;NaHC03, 25;

glucosa, 11.7.

En las experiencias en que se modificó la cantidad de calcio en la

solución fisiológica nutritiva, se disminuyó equimolecularmente el contenido
de NaCl con el fin de no variar la composición iónica del medio.

Las contracciones producidas por noradrenalina exógena se

obtuvieron por adición a la copa del baño de una solución acuosa de

bitartrato ácido de noradrenalina,a una concentración en el medio de 12

pM. Esta concentración es la que producía la respuesta máxima del

órgano. Las diferentes respuestas control a la noradrenalina se obtuvieron

dejando períodos de recuperación de 10 a 15 min entre cada una de ellas.

Los fármacos se mantuvieron en contacto con el conducto deferente

durante 10 min antes de registrar nuevamente la respuesta a la

noradrenalina. La solución madre de noradrenalina se preparó con una

solución acuosa de ácido ascórbico al 0.1%, para evitar la oxidación de la

noradrenalina.



71
2.1.«Resultados.

En el conducto deferente de rata, las benzodiacepinas ensayadas,
Ro 5-4864, diazepam y clonazepam, provocaron la inhibición de las

contracciones inducidas por noradrenalina exógena, en el rango de

concentraciones ensayadas (0.002 pM - 12 pM) (Fig. 14).

Figura 14: Curva dosis-respuesta a la noradrenalina exógena
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 máxima. En

consecuencia para valorar dicho antagonismo se procedió a calcular los pD2
’

correspondientes.
Para el Ro 5-4864, se ensayaron concentraciones comprendidas

entre 4 y 30 pM (Tabla 1). El pD2
’ 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. (uM) n* Emax NA (e) INHffiICION(%)**

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

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

En el caso del diazepam, se ensayaron concentraciones de 20 a 80

pM (Tabla 2), y el pD2
’ resultante fue de 4.20 (Tabla 5).

Tabla 2: Efecto del diazepam en la contracciones inducidas

por noradrenalina.

CONC. (uM) n* Emax NA (s) INHIBICION(%)**

0 8 1.39 0

20.80 6 1.24 10.91 ± 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

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.
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Del mismo modo para el elonazepam el rango de concentraciones

fue de 10 a 50 pM (Tabla 3), y el pD2
’ estimado de 4.22 (Tabla 5).

Tabla 3: Efecto del elonazepam en las contracciones inducidas

por noradrenalina.

CONC. íuM) n* Emax NA (er) INHIBICION(%)**

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 7 0.37 69.24 ± 9.18

45.30 7 0.37 85.17 ± 5.17

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

En ensayos paralelos, se utilizó el PK 11195, antagonista específico
del receptor benzodiacepínico periférico, para determinar si la acción

inhibidora de los anteriormente mencionados compuestos estaba mediada

por este tipo de receptores a las benzodiacepinas.

Contrariamente a lo que cabía esperar, este compuesto no sólo no

antagonizaba la acción de las benzodiacepinas en este tipo de experiencia,
sino que él mismo inhibía las contracciones inducidas por noradrenalina

exógena en conducto deferente de rata. Para el PK 11195 se ensayaron

dosis comprendidas entre 5.5 y 45 pM (Tabla 4), y ya que el antagonismo
era también de tipo no competitivo se calculó el pD2

’ correspondiente
siendo el valor de 4.95 (Tabla 5).
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Tabla 4: Efecto del PK 11195 en las contracciones inducidas por

noradrenalina.

CONC. (uM) nf Emax NA te) 1NHIBICI0N(%)**

0 8 1.21 0

5.70 8 0.77 36.77 ± 6.54

11.40 7 0.65 46.39 ± 8.81

22.70 7 0.37 69.24 ± 9.18

45.30 7 0.18 85.17 ± 5.17

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

Tabla 5: Valores de pDa
’ obtenidos para cada compuesto frente

a las contracciones inducidas por noradrenalina en conducto

deferente de rata.

COMPUESTO n* pDq’

Ro 5-4864 5 5.00 ± 0.11

Diazepam 4 4.20 ± 0.29

Clonazepam 4 4.22 ± 1.13

PK 11195 4 4.98 ± 0.19

* Número de observaciones.

Los valores de pD2
>

y de la pendiente se expresan como la media ± DS.

El orden de potencia en la inhibición de las contracciones por

noradrenalina fue Ro 5-4864 > PK 11195 > diazepam > clonazepam (Fig.
15).

Con el fin de descartar la participación de receptores

benzodiacepmicos centrales en este efecto inhibidor, se realizó la misma

experiencia utilizando GABA, en un rango de concentraciones de 1.3 a
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15:
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190 pM, observándose que este compuesto no presentaba efecto per se a

este nivel y tampoco modificaba la respuesta a la noradrenalina exógena
o a las benzodiacepinas.

Asimismo, se ensayó un antagonista específico de los receptores

benzodiacepínicos centrales, el Ro 15-1788, para descartar la intervención

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 exógena 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 está relacionado con

los receptores benzodiacepínicos centrales.

2.2.-Influencia de la concentración de calcio en la

solución fisiológica nutritiva sobre las contracciones

inducidas por noradrenalina exógena.

A raíz de los resultados anteriores, y teniendo en cuenta la posible
relación entre los canales de calcio voltaje-dependientes, ya mencionados

por otros autores (Mestre y col., 1985), y la acción de las benzodiacepinas
a nivel periférico, se valoró la reversión del efecto antagonista de estos

compuestos y del PK 11195 frente a la noradrenalina exógena, variando

la concentración de calcio del medio.

En primer lugar se duplicó la concentración de calcio de la solución

Krebs-Henseleit (concentración final obtenida 3.8 mM), observándose que

se revertía el efecto inhibidor de las benzodiacepinas en un 20% (Tabla 6).
El análisis estadístico indicó una significación de p<0.005 para el Ro 5-

4864, p<0.01, para el diazepam y pcO.OOl en el caso del clonazepam. Sin

embargo cuando la concentración de calcio se aumentó hasta 5.7 mM, no
se apreciaron diferencias significativas respecto a los resultados obtenidos

con una concentración de calcio de 3.8 mM (Fig. 16).
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Ejemplo de las contracciones inducidas por noradrenalina

(12 pM) en conducto deferente de rata en ausencia (1) y presencia (2) de:

a) Ro 5-4864 (9.02 pM).
b) Diazepam (10.6 pM).
c) Clonazepam (31.6pM).
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Tabla 5: Inhibición (%) de las contracciones inducidas

por noradrenalina a diferentes concentraciones de calcio por

diferentes compuestos.

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO

Ro 5 4864 (9.02 pM)
Diazepam (40 jiM)
Clonazepam (118}iM)
PK 11195 (11.4 pM)

Ca 1.9mM n

55.97 ± 9.63 6

42.25 ± 9.63 5

76.54 ± 1.91 7

46.39 ± 8.81 7

Ca 3.8 mM n

35.45 ± 8.78** 6

30.11 ± 6.83* 8

61.51 ± 5.15*** 4

42.49 ± 3.64 7

Ca 5.7 mM n

35.17 ± 8.05** 6

27.25 ± 5.35** 6

62.59 ± 3.29*** 8

43.65 ± 3.75 4

Resultados expresados como media ± DS, siendo "n" el número 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 estimulación con

calcio.

Con el fin de poner de manifiesto la posible relación entre los

canales de calcio voltaje-dependientes y la acción de las benzodiacepinas
a nivel periférico se ensayó el efecto de éstas sobre las contracciones

inducidas por caldo exógeno en una preparadón despolarizada que provoca

en las células musculares la apertura de los canales de caldo y por tanto

el libre paso de calcio extracelular al interior de la célula. Si añadimos a

una preparadón de este tipo una soludón de caldo concentrada se produce
una contracdón de la musculatura lisa por la entrada masiva de caldo al

dtoplasma. Para ello se utilizó una soludón fisiológica nutritiva cuya

composidón fue la siguiente (en mM): NaCl, 80; KC1, 48; NaHC03 , 25;
MgCl2, 1.2; Glucosa, 14.

Las contracdones induddas por caldo, en estas condidones, se

produjeron adidonando al baño una soludón acuosa de CaCl 2 , alcanzándose
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una concentración final de 2.5 mM. Al igual que en las contracciones

inducidas por noradrenalina, el período de recuperación varió entre 10 y

15 min ; asimismo, el tiempo de contacto del órgano con el compuesto a

ensayar fue de 10 min, antes de obtener una nueva respuesta contráctil

al calcio.

3.1.-Resultados.

Todos los compuestos ensayados produjeron una inhibición 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 pM se muestran en la tabla

7, y el pD2
’ 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 (e) INHBICTON(%)**

0 8 1.42 0

10.40 4 1.21 14.42 ± 4.43

12.50 8 0.98 32.91 ± 5.81

15.60 6 0.82 42.54 ± 5.49

20.80 6 0.45 65.63 ± 5.49

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

Para el diazepam el rango de concentraciones fue de 8 a 80 pM
(Tabla 8), con un pü2

’ de 4.71 (Tabla 11). En el caso del clonazepam
concentraciones ensayadas fueron de 20 a 30 pM (Tabla 9), siendo el pD2

de 4.57 (Tabla 11).
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Del mismo modo, en este caso el PK 11195 también mostró efecto

inhibidor de este tipo de contracciones, a concentraciones comprendidas
entre 15 y 30 pM (Tabla 10), y el pD2

’ calculado fue de 4.66 (Tabla 11).

Tabla 8: Efecto del diazepam en las contracciones inducidas

por calcio.

CONC. íuM) n* Emax Ca (e) 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

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

Tabla 9: Efecto del clonazepam en las contracciones inducidas

por calcio.

CONC. ÍuM) n* Emax Ca (er) INHIBICION (%)**

0 8 1.040 0

19.80 4 0.77 25.70 ± 6.18

25.00 6 0.58 44.24 ± 7.08

31.60 5 0.39 62.69 ± 4.91

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición 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 (e) 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

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

Tabla 11: Valores de pDs
* obtenidos para cada compuesto

frente a las contracciones inducidas por calcio en conducto

deferente de rata.

COMPUESTO n* pDo*

Ro 5-4864 4 4.78 ± 0.06

Diazepam 5 4.71 ± 0.17

Clonazepam 5 4.64 ± 0.42

PK 11195 4 4.66 ± 0.05

* Número de observaciones

Los valores de pD2
’

y de la pendiente se expresan como la media ± DS.
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J

Js
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)
c) Clonazepam (31.6pM)
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4.-Protocolo experimental de la despolarización
inducida por KC1.

La solución fisiológica nutritiva utilizada en este tipo de

estimulación fue Krebs-Henseleit, cuya composición fue la siguiente (mM):

NaCl 119; KC1 4.6; NaHC03 25; CaCl2 2.5; KH*P04 1.2; MgS04 7H20 y

Glucosa 11.1.

Los conductos deferentes montados según se indicó en el apartado
1.-, se estabilizaron en el baño durante 30 minutos. Transcurrido este

tiempo, se indujo una fuerte despolarización de las células del conducto

deferente por la adición de una solución concentrada de KC1 (160 mM). La

contracción producida se registró durante un período de tiempo de 20

minutos.

Tras un período de recuperación de 40 minutos, se añadió el

fármaco motivo del estudio al baño. Se mantuvo en contacto con el órgano
durante un tiempo de 15 minutos, y se provocó una nueva contracción por

adición de la solución de KC1 (160 mM). De esta forma se puede observar

y cuantificar el efecto inhibidor del fármaco tanto a nivel de la contracción

fásica como de la tónica.

Para cada uno de los fármacos ensayados, se obtuvieron las corres-

pondientes curvas dosis-respuesta, observándose que todos ellos producían
una inhibición de la contracción inducida por KC1 en el conducto deferente

aislado de rata. Asimismo, pudo observarse el patrón de respuesta
diferenciado para las benzodiacepinas y los clásicos antagonistas del calcio.

4.1.- Resultados.

Los resultados han sido expresados como % de inhibición que

producen los compuestos sobre la fase fásica o rápida, así como sobre la

fase tónica o lenta de la respuesta contráctil inducida por una solución

concentrada de KC1 (160 mM) en el conducto deferente aislado de rata.



87

Las benzodiacepinas ensayadas fueron: Ro 5-4864, diazepam y

clonazepam. Se elaboraron las correspondientes curvas dosis-respuesta
para cada una de ellas, observándose que todas ellas reducían ambas fases

de la respuesta contráctil. Dicha reducción fue dosis-dependiente, y se

revirtió después del lavado con la solución nutritiva fisiológica 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*, (concentración
inhibidora 50) fueron de: 11.46 pM para la fase fásica y de 70.77 pM para

la fase tónica de la respuesta (Tabla 18; Fig. 24 y 25).

Las dosis ensayadas para diazepam fueron 9-100 pM (Tabla 13;

Fig. 19). Las CI50 obtenidas fueron de: 18.65 pM y de 58.86 pM para la

fase fásica y tónica 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

CIgo obtenidas para la fase fásica fue de 64.21 pM, mientras que para la

fase tónica de 236.99 pM (Tabla 18; Fig. 24 y 25).

Las tres benzodiacepinas se mostraron más selectivas por la fase

fásica que por la fase tónica, de modo que mientras que la fase fásica

pudo ser prácticamente anulada a altas concentraciones, la fase tónica

presentó un componente resistente a la acción de estos fármacos que

impedía su total anulación.
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Tabla 12: Inhibición por Ro 5-4864 de las contracciones inducidas

por despolarización con KC1 en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA

CONCENTRACION fuM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%)

3.92 22.07 * 3.34 1.21 ± 3.20 7

1L30 39.27 ± 5.46 4.71 ± 6.30 8

17.00 68.17 ± 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

34.20 75.44 ± 5.88 25.62 ± 9.02 6

78.30 98.08 ± 0.15 60.46 ± 18.3 4

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

o
o

CONC Ro 5-4864 (fiM)

Figura 18: Curvas dosis-respuesta del Ro 5-4864 en las

contracciones inducidas por KC1.
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Tabla 13: Inhibición por diazepam de las contracciones inducidas

por despolarización con KC1 en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA

CONCENTRACION íuM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*

9.57 26.37 ± 6.03 2.54 ± 3.45 6

11.90 89.56 ± 4.64 20.61 * 6.46 8

26.30 62.85 ± 4.74 32.89 ± 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

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

CONC DIAZEPAM (fiM)

Figura 19: Curvas dosis-respuesta del diazepam en las

contracciones inducidas por KC1.
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Tabla 14: Inhibición por clonazepam de las contracciones

inducidas por despolarización con KC1 en conducto deferente de

rata.

CONCENTRACION (uM)

INHIBICION DE LA

CONTRACCION FASICA (%)

INHIBICION DE LA

CONTRACION TONICA (%) P*

19.80 5.91 ± 6.91 1.85 ± 2.62 8

39.50 32.15 ± 5.25 6.81 ± 5.61 8

49.50 45.81 ± 6.06 12.21 ± 9.11 12

58.10 50.70 ± 7.38 26.67 * 6.59 7

71.30 52.51 ± 6.16 34.20 * 3.80 8

131.0 73.81 ± 6.20 34.20 * 3.80 8

264.0 91.92 ± 6.49 60.06 ± 27.96 8

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

CONC CLONAZEPAM (pM)

Figura 20: Curvas dosis-respuesta del clonazepam en las

contracciones inducidas por KC1.
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A nivel de la fase fásica la potencia relativa que presentaron estos

fármacos fue: Ro 5-4864 > diazepam > clonazepam. En cambio a nivel de

la fase tónica el diazepam se mostró más potente que el Ro 5-4864. Estos

resultados, a nivel de la fase fásica, concuerdan con el orden de afinidad

nanomolar que presentan las dichas benzodiacepinas por los lugares de

unión periféricos (Le Fur y col., 1983a; Anholt, 1986).

El PK 11195, un antagonista del receptor benzodiacepínico
periférico, no solamente no antagonizó las acciones de las benzodiacepinas,
sino que también inhibió ambas fases de la respuesta contráctil inducida

por KC1. Las dosis estudiadas fueron entre 2.15 y 62.5 pM (Tabla 15).
Las CXgo obtenidas han sido de: 9.81 y 61.36 pM respectivamente para la

fase fásica y tónica de la respuesta (Tabla 18; Fig 24 y 25).

Este compuesto presentó un patrón de respuesta muy similar al de

las benzodiacepinas (Fig. 21), ya que mostró mayor selectividad para la

fase fásica, llegando a anularla a altas dosis, que para la fase tónica, la

cual presentó un componente resistente al fármaco. Además los valores de

Cía, indican que este compuesto es más potente que las tres benzodia-

cepinas en el antagonismo de las contracciones inducidas por KC1.

Los antagonistas del calcio, nifedipino y diltiazem, provocaron una

mayor inhibición de ambas fases de la respuesta que los fármacos

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 CIso obtenidas para la fase fásica y para la fase tónica 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: Inhibición por PE 11195 de las contracciones inducidas

por despolarización con EC1 en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA

CONCENTRACION (uM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*

2.15 6.08 ± 4.44 1.47 ± 2.94 4

3.90 34.50 ± 3.04 6.52 ± 3.25 8

7.80 48.64 ± 4.68 9.58 ± 6.76 8

15.60 58.06 ± 5.67 21.51 ± 5.12 7

31.20 70.61 ± 4.13 30.38 * 9.50 7

62.50 86.31 * 6.76 53.44 * 11.95 7

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

CONC PK 11195 (pM)

Figura 21: Curvas dosis-respuesta del PK 11195 en las

contracciones inducidas por KC1.
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Tabla 16: Inhibición por nifedipino de las contracciones inducidas

por despolarización con KC1 en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA

CONCENTRACION íuM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*

5 x 10"* 4.13 ± 5.14 2.76 * 4.04 6

1 * 10* 4.81 ± 3.55 14.08 ± 3.42 6

6 x 10* 8.79 ± 4.17 32.47 ± 7.28 4

1 x 10* 19.50 ¿ 5.76 37.98 ± 8.60 7

2 x 10* 33.44 ± 9.61 54.01 ± 7.99 6

5 x 10* 62.51 ± 5.56 62.72 ± 8.07 6

1.01 71.81 ± 8.25 75.27 ± 6.83 6

2 80.36 ± 6.86 79.00 ± 1.14 4

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

90

72

£
x
Z 36

18

0

■ FASICA

CONC NIFEDIPINO (M)

Figura 22: Curvas dosis-respuesta del nifedipino en las

contracciones inducidas por KCL.
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Tabla 17: Inhibición por diltiazem de las contracciones inducidas

por despolarización con KC1 en conducto deferente de rata.

INHIBICION DE LA INHIBICION DE LA

CONCENTRACION íuM) CONTRACCION FASICA (%) CONTRACION TONICA (%) n*

0.30 17.21 ± 4.07 19.28 ± 7.81 7

1.00 34.71 ± 5.61 41.52 ± 10.04 7

5.00 66.20 ± 4.62 55.10 ± 6.42 8

10.00 70.57 ± 4.84 76.80 ± 6.50 4

20.00 76.73 ± 9.65 81.65 ± 9.70 4

30.00 78.16 ± 1.70 81.73 ± 6.25 4

100.00 88.71 ± 5.72 83.33 ± 4.48 4

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

CONC DILTIAZEM ((jM)

Figura 23: Curvas dosis-respuesta del diltiazem en las

contracciones inducidas por KC1.
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Tabla 18: Valores de CIM obtenidos para cada compuesto en las

contracciones inducidas por KCL en conducto deferente de rata.

FASE FASICA FASE TONICA

COMPUESTO n* CLn (pM) CLa (pM)

Ro 5-4864 7 11.46 ± 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 2.84 ± 0.74

* Número de observaciones

El valor de la CI50 se expresa como la media ± DS.

Se puede observar que el patrón 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 tónica que por la fase fásica de

la respuesta contráctil. En el caso de diltiazem ambas fases se redujeron
progresivamente al incrementarse la dosis hasta que prácticamente
llegaron a anularse. Sin embargo, el nifedipino presentó una selectividad

por la fase tónica a bajas dosis, mientras que a altas dosis la inhibición

dosis-dependiente nunca llegó 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 ensayó el baclofeno (100 pM) y el muscimol (79 pM),
fármacos agonistas específicos del sistema gabaérgico, con el fin de poner

de manifiesto si las acciones de las benzodiacepinas sobre la respuesta
contráctil inducida por KC1 (160 mM) está mediada por receptores

benzodiacepínicos relacionados con el receptor gabaérgico.
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Ejemplo de la inhibición de las contracciones inducidas por

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

a) Ro 5-4864 (8.6 pM).
b) Diazepam (19.1 pM).
c) Clonazepam (71.2 pM).

d) PK 11195 (7.8 pM).
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CONTROL FARMACO

Ejemplo de la inhibición de las contracciones inducidas por

despolarización 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 KC1, y por tanto,

podemos corroborar que este tipo de receptores no median la inhibición de

la respuesta contráctil inducida por KC1.

Tanto en el caso del Ro 5-4864, del diazepam así 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 máximo.

4.2.-Influencia de la concentración de calcio en la

solución fisiológica nutritiva en las contracciones inducidas

por KC1.

Al igual que en caso de las contracciones inducidas por

noradrenalina exógena se valoró la reversión del efecto antagonista de

estos compuestos y del PK 11195 cuando variaba la concentración de calcio

del medio.

Cuando se duplicó la concentración de calcio de la solución Krebs-

Henseleit (concentración final 3.8 mM), no se observó reversión alguna del

efecto inhibidor de las benzodiacepinas ni del PK 11195. Tampoco se

observó ninguna modificación del efecto antagonista cuando la

concentración de calcio aumentó hasta 5.7 mM (Tabla 19).

Cabe suponer pues, que la acción inhibidora de las benzodiacepinas
y PK 11195 en las contracciones inducidas por KC1 en conducto deferente

no es debido a una inhibición directa de la entrada de calcio a la célula,
ya que si fuera así, la acción inhibidora se revertiría al aumentar la

concentración de calcio del medio.
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Tabla 19: Inhibición (%) de las contracciones inducidas por KC1 a

diferentes concentraciones de calcio por diferentes compuestos.

FASE FASICA

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO Ca 1.9 mM n Ca 5.7 mM n

Ro 5-4864 (22.8 pM) 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 ± 5.816 71.13 ± 10.74

FASE TONICA

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO Ca 1.9 mM n Ca 5.7 mM n

Ro 5-4864 (22.8 pM) 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 pM) 30.38 ± 4.716 23.72 ± 6.424

Resultados expresados como media ± DS, siendo "n" el número de

observaciones.

5.- Protocolo experimental de las contracciones

inducidas eléctricamente.

La estimulación de forma repetida del conducto deferente de rata

mediante trenes de pulsos eléctricos da lugar a una respuesta contráctil

tetánica en la que pueden diferenciarse dos componentes.

En primer lugar, se produce una contracción inmediata y rápida
del tejido (primer componente), a la que sigue una contracción lenta y

sostenida (segundo componente). En 1971, Sweddin propuso que la

liberación de noradrenalina por las terminaciones nerviosas es la
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responsable de los dos componentes de la contracción, atribuyéndose la

diferencia en la respuesta, a la localización de los receptores postsinápticos.

Ambaehe y Zar (1971), fueron los primeros en sugerir que la

noradrenalina no es el único neurotransmisor en este tejido, idea que

confirmaron Euler y Hedqvist (1975). En 1980, Hirst y Neil, sugirieron que

la respuesta no adrenérgiea puede ser debida a la acción de la

noradrenalina sobre una clase de adrenoreceptores,
gamma-adrenoreceptores, que no son bloqueados por los antagonistas
a-adrenérgicos clásicos. Más 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 tetánico, mientras que la noradrenalina

lo sería 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 distinción tan clara sobre la naturaleza de ambos componentes
de la respuesta contráctil, ya que la importancia relativa del ATP y de la

noradrenalina como mediadores de las diferentes partes de la respuesta
tetánica varía en las distintas especies animales.

La estimulación eléctrica del conducto deferente aislado de rata

mediante pulsos únicos da lugar a una respuesta contráctil en la que

pueden distinguirse una fase rápida, sensible a nifedipino, y una fase

lenta, sensible a verapamilo (Amobi y Smith, 1986).

En cambio, la estimulación eléctrica mediante trenes de pulsos a

una frecuencia de 1-5 Hz, muestra un primer pico después del cual se

observa una marcada depresión, y por último una recuperación de la

respuesta. Se sugirió la existencia de una compleja participación e

interacción de receptores y neurotransmisores tanto de naturaleza
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adrenérgica, como de naturaleza no-adrenérgica en ambos componentes de

la respuesta tetánica, pero presentando cada una orígenes distintos (Amobi

y Smith 1987b).

En el primer componente, la participación no-adrenérgica es debida

a la suma de la fase rápida de los primeros pulsos, lo cual da lugar al

primer pico observado. La participación adrenérgica se debe a la acción

directa de la noradrenalina liberada sobre los adrenoreceptores a x . La

contribución de este receptor en la respuesta del primer componente se

estimó en un 40 % (Amobi y Smith 1987b).

La depresión entre ambos componentes puede deberse a la

depresión de la fase lenta en los sucesivos pulsos, y a la inhibición

presináptica por la cesión de noradrenalina durante los primeros pulsos.

El segundo componente, que es el mayoritario en la respuesta
contráctil de la parte epididimal del conducto deferente aislado de rata,

requiere para su desarrollo tanto de receptores purinérgicos postsinápticos
P2 , como de adrenoreceptores ax . La activación de los adrenoreceptores au
provoca una potenciación de la fase rápida no adrenérgica de las

respuestas. Esta interacción no-adrenérgica, puede ser el resultado de la

modulación 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 desensibilización de los purinoreceptores P2 con

a,B-metilenATP, da lugar a una disminución de la respuesta del primer
componente, y anula la respuesta del segundo componente.

2. - El bloqueo del adrenoreceptor a x con prazosín, provoca una

reducción o anulación de ambos componentes de la respuesta.

3.- La noradrenalina exógena potencia la fase rápida de las

respuestas de forma similar a como ocurre en el segundo componente.
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4.-E1 segundo componente es sensible a nifedipino y a verapamilo,
mientras que el primer componente es relativamente resistente a estos

fármacos. De este modo, es probable que el primer componente requiera
de la movilización de calcio intracelular, mientras que el segundo dependa
del influjo de calcio a través de diferentes canales, o quizás de diferentes

estados del mismo canal (Amobi y Srnith 1987b).

Recientemente, David R. Mottram (1988) citan la existencia de

distintos mecanismos de control presináptíco con el fin de regular la

liberación de neurotransmisores responsables de los dos componentes de

la respuesta contráctil tetánica. Mottram llegó a la conclusión de que

existen dos poblaciones de adrenoreceptores Og responsables de cada fase

de la contracción: los adrenoreceptores otj sensibles a imidazolinas, que

presentan un papel más importante en la liberación de neurotransmisores

responsables del primer componente; y los adrenorecptores ctg sensibles a

fí-feniletilaminas, que están asociados a la activación de los

adrenoreceptores oq 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,
aireación con carbógeno y solución fisiológica nutritiva idénticas a las

utilizadas en las experiencias de despolarización con KC1.

Los conductos deferentes, montados según se ha indicado ante-

nórmente, se estabilizaron durante un período de 45 minutos a 1 hora a

una tensión de 0.5 g.

La estimulación intramural se llevó a cabo mediante electrodos

conectados a un estimulador LI 12100 LETICA, produciendo trenes de

pulsos de 5 segundos de duración a intervalos de 100 segundos. Se aplicó
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una frecuencia de 2 Hz y un voltaje supramaximal (30 voltios). La

duración de cada pulso fue de 0.1 ms y el intervalo entre pulsos de 499

ms.

Estas condiciones de estimulación se eligieron después de una

investigación previa que aseguró una reproductibilidad de las contracciones

provocadas en el conducto deferente aislado de rata.

Los fármacos motivo del estudio fueron: Ro 5-4864, diazepam,
clonazepam, PK 11195, nifedipino y diltiazem. Cada fármaco se mantuvo

en contacto con el órgano 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 modificó la concentración de calcio

de la solución fisiológica nutritiva, se disminuyó equimolecularmente el

contenido de NaCl a fin de no variar la composición iónica del medio.

5.1.1.- Resultados.

Los dos componentes de la respuesta contráctil están 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 inhibición que

provocan los fármacos motivo del estudio en el último pulso del tren

correspondiente a los tres minutos (2e tren) y a los diez minutos (6e tren)
de contacto con los órganos.

Las benzodiacepinas, Ro 5-4864, diazepam y clonazepam provocaron

una inhibición dosis-dependiente del segundo componente de la respuesta
contráctil tetánica inducida por estimulación eléctrica en los conductos

deferentes aislados de rata. El efecto inhibidor fue anulado después del

lavado con la solución nutritiva fisiológica 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 Clgo
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 última benzodiacepina estudiada, el clonazepam, en el rango

de concentraciones comprendidas entre 40 y 180 pM (Tabla 22; Fig 28),

presentó una Clgo 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 contracción rápida en las

experiencias de despolarización con KC1, y con el orden de afinidad

nanomolar que presentan en su unión al receptor benzodiacepínico

periférico (Le Fur y col., 1983c; Anholt y col., 1986).

Tabla 20: Inhibición por Ro 5-4864 de las contracciones inducidas

por estimulación eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DEL 2*

CONCENTRACION íuM) TREN DE PULSOS (%)

INHIBICION DEL 6S

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 ± 3.14 47.74 ± 2.05 4

46.90 59.57 ± 6.17 72.13 ± 5.12 8

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.
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CONC Ro 5-4864 (pM)

Figura 26: Curvas dosis-respuesta del Ro 5-4864 en las

contracciones inducidas eléctricamente.

Tabla 21: Inhibición por diazepam de las contracciones inducidas

por estimulación eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DEL 2* INHIBICION DEL 6S

CONCENTRACION fuM) TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*

2.92 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

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.
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CONC. DIAZEPAM (pM)

Figura 27: Curvas dosis-respuesta del diazepam en las

contracciones inducidas eléctricamente.

Tabla 22: Inhibición por clonazepam de las contracciones

inducidas por estimulación eléctrica en conducto deferente de

rata.

CONCENTRACION (uM)

INHIBICION DEL 2»

TREN DE PULSOS (%)

INHIBICION DEL 6 9

TREN DE PULSOS (%) n*

44.46 7.10 ± 2.21 14.95 ± 2.46 4

47.50 21.43 ± 1.63 28.57 ± 2.55 5

95.00 43.17 ± 4.04 50.87 ± 4.34 4

152.00 57.81 ± 2.70 69.18 ± 3.56 4

177.00 71.95 ± 7.31 81.06 ± 2.48 4

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.
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CONC. CLONAZEPAM {(jM)

Figura 28: Curvas dosis-respuesta del clonazepam en las

contracciones inducidas eléctricamente.

Paralelamente, se ensayó el PK 11195, Al igual que en todas las

experiencias anteriores, este compuesto no sólo no antagonizó la acción de

las benzodiacepinas, sino que él mismo inhibió de forma dosis-dependiente
la respuesta contráctil inducida por la estimulación eléctrica. Su patrón 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 Cía, 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: Inhibición por PE 11195 de las contracciones inducidas

por estimulación eléctrica en conducto deferente de rata.

CONCENTRACION (uM)

34.00

37.80

66.70

62.40

73.70

INHIBICION DEL 2®

TREN DE PULSOS (%)

19.87 * 6.41

31.08 ± 6.31

48.44 ± 7.85

56.86 * 7.70

61.60 ± 6.16

INHIBICION DEL 6®

TREN DE PULSOS (%) n*

20.44 ± 5.61 4

34.01 ± 7.14 5

61.13 ± 6.18 5

67.47 ± 6.63 9

85.36 ± 4.25 7

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

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 más potentes de la respuesta contráctil.

En el caso de nifedipino se ensayaron concentraciones comprendidas
entre 1 y 96 nM (Tabla 24; Fig. 31), obteniéndose una Cía, 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 pM (Tabla 25; fig. 32), obteniéndose unas Cía, a los tres y a los

diez minutos de 18.77 y de 13.08 pM (Tabla 26; Fig 32 y 33).

Los diagramas de barras (Fig. 32 y 33) muestran los valores de las

Cía, para cada fármaco estudiado a nivel del último pulso del segundo y sexto

tren.

El análisis estadístico, t-Student para datos apareados, de los

resultados obtenidos con cada fármaco a los tres y a los diez minutos de

contacto indicó en todos los casos, y siempre con una significación menor

p<0.005, que al aumentar el tiempo de contacto la inhibición era mayor, con

la excepción 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: Inhibición por nifedipino de las contracciones inducidas

por estimulación eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DEL 2* INHIBICION DEL 6*

CONCENTRACION (nM) TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*

10.00 11.42 ± 0.88 17.93 ± 1.09 4

28.00 14.63 ± 2.51 23.45 * 2.09 5

60.00 38.33 ± 3.63 55.62 ± 3.83 4

80.00 58.03 ± 3.16 74.99 ± 1.83 4

96.00 59.85 ± 1.97 80.00 ± 2.22 7

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

CONC NIFEDIPINO (nM)

Figura 30: Curvas dosis-respuesta del nifedipino en las contracciones

inducidas eléctricamente.
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Tabla 25: Inhibición por diltíazem de las contracciones inducidas

por estimulación eléctrica en conducto deferente de rata.

INHIBICION DB3. 2» INHIBICION DEL 6*

CONCENTRACION íuM) TREN DE PULSOS (%) TREN DE PULSOS (%) n*

4.00 14.64 ± 7.14 15.79 * 4.58 6

8.00 16.77 * 3.12 29.39 ± 2.07 8

10.00 45.48 ± 3.71 54.36 ± 4.96 4

20.00 57.65 ± 4.54 69.60 ± 2.51 5

60.00 68.84 ± 5.97 81.61 * 3.63 7

* Número de observaciones.

La inhibición se expresa como media ± DS.

CONC. DILTIAZEM (/jM)

Figura 31: Curvas dosis-respuesta del diltíazem en las

contracciones inducidas eléctricamente.
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Tabla 26: Valores de CI50 obtenidos para cada compuesto en las

contracciones inducidas por estimulación eléctrica en conducto

deferente de rata.

COMPUESTO n*

Ro 5-4864 4

Diazepam 4

Clonazepam 5

PK 11195 5

Nifedipino 5

Diltiazem 5

ll2 pulso del 2S tren

CLg (uM)
39.12 ± 3.78

87.11 ± 13.97

129.41 ± 31.02

60.56 ± 13.62

0.07 ± 0.01

18.77 ± 3.75

ll2 pulso del 69 tren

CLoJjiMl
26.58 ± 3.90

46.87 ± 12.62

92.21 ± 22.36

44.10 ± 14.62

0.03 ± 0.01

13.08 ± 2.49

* Número de observaciones

Los valores de CI50 y pD2
*
se expresan como la mediá ± DS.

También se estudiaron las características 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 patrón de respuesta

muy similar al de nifedipino, y no como podría suponerse en un principio,
al del diltiazem dada la semejanza estructural entre las benzodiacepinas
y las benzotiacepinas.

El patrón de respuesta de nifedipino se caracteriza por mantener

o disminuir, pero de forma no significativa, el primer y tercer pulso de la

respuesta contráctil. En cambio, en el caso del diltiazem se observó una

potenciación, no significativa, tanto del primer, como de tercer pulso de la

respuesta.
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CONTROL

a)

FARMACO

22 TREN 6® TREN

Ejemplo de la inhibición de las contracciones inducidas

eléctricamente en conducto deferente de rata en presencia de:

a) Ro 5-4864 (31.3 pM).
b) Diazepam (87.7 pM).
c) Clonazepam (152 pM).
d) PK 11195 (56.7 pM).
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CONTROL FARMACO

2a TREN 6a TREN

a)

Ejemplo de la inhibición de las contracciones inducidas

eléctricamente en conducto deferente de rata en presencia de:

a) Nifedipina (0.08 pM).
b) Díltiazem (10 pM).
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5.1.2.- Influencia de la concentración de calcio del

medio en las contracciones inducidas eléctricamente.

En primer lugar, se realizaron experiencias en las cuales los

órganos se mantuvieron en contacto con una solución fisiológica de

Krebs-Henseleit libre de calcio. En estas condiciones experimentales no se

obtuvo respuesta contráctil a la estimulación eléctrica de los conductos

deferentes aislados de rata.

En segundo lugar, se valoró la reversión del efecto antagonista
cuando se duplicó o triplicó la concentración de calcio extracelular.

El duplicar la concentración de caldo del medio supone una

concentradón final en la soludón de Krebs-Henseleit de 5 mM. En estas

condidones experimentales, el análisis estadístico, ANOVA y contrastes "a

posteriori" de Scheffé, demostraron que existe una reversión significativa
del efecto antagonista de los fármacos estudiados, a excepdón del clonaze-

pam (Tablas 27 y 28; Fig. 34 y 35).

El Ro 5-4864 mostró un grado de significadón de pcO.OOl a los

tres minutos y de p<0.005 a los diez minutos de contacto. En el caso del

diazepam, no se observó una diferenda significativa a los tres minutos de

contacto. En cambio, a los diez minutos el grado de significadón fue de

p<0.005. El PK 11195, presentó un grado de significadón 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 caldo, el nifedipino mostró un

grado de significadón de p<0.05 a los tres minutos y de pcO.OOl a los diez

minutos de contacto. El diltiazem presentó en ambos casos un grado de

significadón de pcO.OOl.
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Tabla 27: Inhibición del 2S tren (lls pulso) de las contracciones

inducidas eléctricamente por diferentes compuestos.

CONC. DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO Ca 2.5 mM n Ca 5 mM n

Ro (31.3 pM) 39.50 ± 3.65 4 21.34 ± 5.3*** 8

DZ (87.70 pM) 47.07 ± 6.44 5 43.93 ± 2.78 6

CZ (95 pM) 43.17 ± 4.04 4 41.66 ± 5.94 6

PK (56.7 pM) 48.47 ± 7.85 5 33.27 ± 8.85** 9

NIF (0.06 pM 38.33 ± 3.63 4 28.10 ± 5.60* 6

DILT (19 pM) 45.48 ± 3.71 4 20.81 ± 8.06** 6

Resultados expresados como media ± DS.

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

Tabla 28: Inhibición del 6a tren (11a 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)

CONC. DE CALCIO DEL MEDIO

Ca 2.5 mM n

47.74 ± 2.05 8

64.55 ± 2.45 6

50.87 ± 4.34 4

61.13 ± 6.18 5

55.62 ± 3.83 4

54.36 ± 4.96 4

Ca 5 mM n

29.98 ± 6.09* 8

54.49 ± 3.31* 5

44.58 ± 2.79 6

36.15 ± 10.2* 9

38.82 ± 5.87** 6

28.05 ± 7.03** 6

Resultados expresados como media ± DS.

ANOVA y test de Scheffé: *p<0.005; **p<0.001 vs Ca 2.5 mM.
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Cuando se triplicó la concentración de calcio del medio, la

concentración 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 concentración normal de

calcio. Por el contrario, respecto a los resultados obtenidos con una

concentración doble de calcio únicamente algunos fármacos mostraron

diferencias significativas: el calcio revirtió 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 significación de pcO.OOl. El diltiazem

únicamente revierte su efecto de forma significativa a los tres minutos de

contacto, siendo el grado de significación de pcO.OOl.

5.2.- Modificación 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 añadió al baño y se mantuvo

en contacto con los conductos deferentes aislados de rata durante el

minuto anterior a la estimulación eléctrica. Después de un período de

recuperación de 10 minutos, se añadieron al baño las concentraciones

adecuadas de cada fármaco. Estos permanecieron en contacto con los

órganos durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo, se registró la

respuesta de los conductos deferentes a la estimulación eléctrica en

presencia de adenosina y de fármaco. De esta forma, se elaboraron las

curvas dosis-respuesta a la adenosina en ausencia o presencia de cada

fármaco.

También se realizaron experiencias en presencia de hidro-

xinitrobenciltioguanosina (HNBTG), inhibidora irreversible de la recaptación
de la adenosina; ésta se mantuvo en contacto con los órganos durante un

tiempo de 30 minutos, tiempo suficiente para que bloquee de manera

irreversiblemente dicha recaptación (Clanachan y col., 1979). Después de

este período, se eliminó del baño mediante la renovación de la solución de
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Krebs-Henseleit de las copas del baño de órganos. A continuación, 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 estimulación eléctrica en

presencia de adenosina.

Los resultados se han expresado como % de inhibición que provoca

la adenosina al minuto de contacto y como % de inhibición que provoca la

adenosina en presencia de los fármacos motivo del estudio a los diez minutos

de contacto, cuantificándose los pulsos l9 , 29
y último de la respuesta

contráctil inducida por la estimulación 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 elaboró la correspondiente curva do-

sis-respuesta (Fig. 36). La adenosina inhibe de forma dosis-dependiente la

respuesta contráctil. El efecto inhibidor revierte después del lavado con la

solución fisiológica de Krebs-Henseleit.

Tabla 29: Inhibición de las contracciones inducidas eléctricamente

por la adenosina.

CONC. (uM) l2 PULSO 2e PULSO ll9 PULSO n

11.80 28.17 ± 6.26 27.43 ± 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

* Número de observaciones.

Los resultados se expresan como media ± DS.
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Las CIgo (pM) obtenidas para el pulso Ia , 2 -

y último de la respuesta

a la estimulación eléctrica en presencia de adenosina fueron respectivamente:
38.41, 43.39 y 53.57 (Tabla 33). Estos datos confirman los obtenidos por

Clanachan y Patón (1977) y Clanachan y col. (1977). Esta inhibición es

atribuida a un descenso en la liberación de transmisores simpáticos
(Clanachan, 1979).

La acción inhibidora de la adenosina es más sensible a nivel del

segundo componente de la respuesta contráctil que a nivel del primer
componente.

Posteriormente, se elaboraron las curvas dosis-respuesta de la

adenosina en presencia de los fármacos 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 tensión de

reposo del conducto deferente aislado de rata ni modificaron la respuesta de

éste a la estimulación eléctrica. Las Clgg obtenidas para la adenosina en

presencia de estos fármacos se expresan en la Tabla 33. La figura 37

muestra las CIgo obtenidas para la adenosina en cada caso, a nivel del

primer, segundo y último pulso de la respuesta.

El análisis estadístico de los resultados, ANOVA, muestra que el Ro

5-4864 (3.13 pM) y el diazepam (1.09 pM) potenciaron significativamente la

acción inhibidora de la adenosina. Esta potenciación se produce a nivel del

primer y último pulso de la respuesta (Fig. 37). En ambos casos el segundo
pulso no se alteró de forma significativa. La tercera benzodiacepina estudiada,
el clonazepam (4.5 pM), no potenció la respuesta de la adenosina.
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Tabla 30: Inhibición por adenosina de las contracciones inducidas

eléctricamente en presencia de Ro 5-4864 (3.13 pM).

CONC.(uM) ls PULSO 2- PULSO ll9 PULSO n*

11.80 42.84 ± 8.24 33.10 ± 6.79 28.12 ± 5.74 5

17.80 44.41 ± 7.65 39.36 ± 5.20 37.97 ± 4.14 5

47.40 61.64 ± 7.64 59.01 ± 3.06 53.94 ± 4.78 5

94.80 77.44 ± 6.67 75.71 ± 6.36 71.83 ± 8.01 5

* Número de observaciones.

Los resultados se expresan como media ± DS.

Tabla 31: Inhibición por adenosina de las contracciones inducidas

eléctricamente en presencia de diazepam (1.09 pM).

CONO. (uM) l9 PULSO 22 PULSO ll9 PULSO n*

11.80 35.91 ± 4.15 32.51 ± 8.35 29.80 ± 3.71 5

17.80 47.99 ± 11.14 41.72 ± 5.89 37.40 ± 10.13 5

47.40 73.89 ± 6.74 68.78 ± 6.06 56.17 ± 4.54 5

94.80 83.33 ± 10.21 69.74 ± 8.41 69.14 ± 4.56 5

* Número de observaciones.

Los resultados se expresan como media ± DS.
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Tabla 32: Inhbición por adenosina de las contracciones inducidas

eléctricamente en presencia de clonazepam (4.50 pM).

CONC. íuM) le PULSO 29 PULSO lls PULSO n*

11.80 38.61 ± 11.8 23.96 ± 2.70 23.46 ± 8.89 6

17.80 29.16 ± 5.89 30.29 ± 4.29 31.88 ± 2.05 4

47.40 55.64 ± 7.93 45.17 ± 4.95 46.82 ± 9.30 5

94.80 79.17 ± 5.89 65.79 ± 8.71 62.45 ± 12.68 4

* Número de observaciones.

Los resultados se expresan como media ± DS.

Tabla 33: Potenciación por benzodiacepinas del efecto inhibidor de
la adenosina, en las contracciones inducidas eléctricamente.

Cl* (pM) OI50 (pM) CIso (pM)
(ls PULSO) (2o- PULSO) (lle PULSO) n

ADENOSINA 38.41 ± 4.26 43.39 ± 2.26 53.57 ± 5.56 4

ADE + Ro 22.41 ± 3.28* 28.55 ± 2.01 34.27 ± 2.89* 4

ADE + DZ 19.18 ± 0.93* 26.00 ± 3.42 33.86 ± 3.17* 4

ADE + CZ 29.65 ± 6.36 47.99 ± 4.58 48.01 ± 5.12 4

n.- Número de observaciones.

Los resultados se expresan como CL» ± DS.

*p<0.001.
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Control Adenosina Control Fármaco +

Fármaco

Ejemplo de la potenciación 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 acción de la adenosina

a nivel del primer y último pulsos del tren.

b. - Diazepam (1.09 pM) potencia la acción de la adenosina

a nivel del primer y último pulsos del tren.
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El PK 11195 (10- 100 pM) no potenció la acción inhibidora de la

adenosina, ni afecta a la acción potenciadora de la adenosina por el Ro

5-4864. Se observó que cuando los órganos han estado previamente en

contacto con la adenosina, la inhibición de la respuesta provocada por el

PK 11195 se reduce o anula.

La 2-cloroadenosina (8.28 pM) inhibió la respuesta contráctil

inducida por la estimulación eléctrica. Esta purina es más potente que la

adenosina debido a que no es sustrato de la recaptación. La inhibición

observada para la 2-cloradenosina no se potenció, ni revirtió por el Ro

5-4864 ni por el diazepam.

El pretratamiento del conducto deferente aislado de rata con

HNBTG (10 pM) durante 30 minutos, potenció significativamente los

efectos de la adenosina. Las Cía, obtenidas para el primer, el segundo y

el último 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 recaptación 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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1376.-Estudio de la movilización de calcio.

Una vez obtenidos los conductos deferentes, éstos se transfirieron a

una placa de Petri que contenía una solución Krebs de composición (en mM):

NaCl, 130.77; KC1, 5.9; CaCl2, 0.5; MgCl2 , 1.19; MOPS (ácido 3-(N-

morfolinopropano- sulfónico)), 10; glucosa, 11; a pH 7.4 y aireada con oxígeno

puro. En estas condiciones se procedió a separar los vasos y tejido conectivo

adheridos al órgano, antes de iniciar cada experiencia.

6.1.- Entrada de ^a*8.

6.1.1.-Entrada de calcio inducida por despolarización con

KCL

La contracción del músculo liso precisa un incremento de la

concentración del ión 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 estimulación a que

se someta la célula (Khoyi y col., 1987). Así, en nuestro caso, podemos
producir una contracción de la musculatura lisa del conducto deferente,
incrementando notablemente la concentración del ión potasio del medio. El

ión potasio entra masivamente y de forma pasiva al interior celular,

aportando cargas positivas y, por tanto, produciendo una despolarización. Esta

despolarización es suficiente para abrir los canales de calcio

voltaje-dependientes, observándose de este modo, un aumento de la entrada

de calcio del medio a la célula.

Los tejidos se mantuvieron durante un período de estabilización de

75 min a 37 °C. Una vez transcurrido este período uno de los conductos

deferentes de cada animal se mantuvo en contacto con los compuestos a

ensayar durante 15 min, mientras que el otro permanecía como tejido control.

Pasado este tiempo de contacto con los fármacos, ambos conductos deferentes

se sumergieron, durante 4 min, en una solución de alto contenido en potasio
cuya composición era (en mM): NaCl, 74.45; KC1, 120; CaCl2 , 0.5; MgCl2 , 1.19;
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MOPS, 10; glucosa, 11 y aproximadamente 1 pCi de 45Ca+2 (actividad

específica 16 pCi/mg. New England Nuclear). Una vez transcurrido el tiempo
de despolarización, se procedió a realizar una serie sucesiva de lavados a

distintos tiempos (5, 10, 15 y 30 minutos) con una solución libre de calcio y

que contenía LaCl3 (10 mM), pH 7.4, a fin de eliminar el calcio radiactivo

que permanecía 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 determinó su peso

una vez introducidos en viales de centelleo. A cada vial se añadió 3 mi de

una solución de EDTA 5 mM. Después de 15-18 horas de contacto con esta

solución, se añadió a cada vial 10 mi de cocktail de centelleo (Cocktail F-l,
Normascint Co-136, Scharlau) y se procedió 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 A1F4'.

En este caso el protocolo experimental seguido es idéntico al

anteriormente expuesto en el apartado 6.1.1., pero la estimulación se produjo
manteniendo los conductos deferentes durante un período de 30 min en una

solución de Krebs normal (ver 6.1.) que contenía 45Ca+2 (1 pCi) y NaF 10 mM/

A1C13 100 pM.

6.2.-Salida de «Ca*2.

6.2.1.-Salida de 48Ca+2
en condiciones normales.

Para determinar la salida de calcio de las células en condiciones

básales, se realizó en primer lugar una incubación de los conductos deferentes

durante 2 h en una solución de Krebs normal (ver 6.1.) que contenía 4

pCi/ml de 46Ca+2
. Transcurrido este período, y después de un breve lavado (5

min) de los tejidos con una solución de Krebs normal que contema EGTA 2

mM, se transfirieron los órganos cada 5 min a una serie de tubos sucesivos

que contenían 2 mi de Krebs normal con EGTA 2 mM, durante 90 min. Este



139
período de lavado es suficiente para la determinación de la salida basal de

calcio. El Ro 5-4864 (62.6 pM) y el PK (110 pM) se añadieron a los 8 últimos

tubos de uno de los conductos deferentes de cada par. Se determinó la

radiactividad de cada uno de los tubos de lavado añadiendo a cada uno de

ellos 10 mi de cocktail de centelleo» mientras que la remanente en el tejido
se determinó mediante el mismo procedimiento expuesto en el apartado 6.1.1..

Los datos obtenidos se han representado como curvas de desaturación que

ilustran la disminución de 45Ca+2 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

liberación de calcio de los almacenes intracelulares (Deth y Van Breemen,
1977). La liberación de calcio inducida por noradrenalina se determinó

siguiendo el procedimiento de Godfraind (1976). Los conductos deferentes se

incubaron durante 2 h en una solución de Krebs normal que contenía 45Ca

(2 pCi/ml). Transcurrido este período se lavaron los tejidos durante 5 min en

una solución sin calcio y que contenía EGTA 0.2 mM, Seguidamente se

transfirieron durante 2 min a 4 mi 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

solución de lavado con LiCl3 (10 mM) durante 5 min y se determinó la

radiactividad remanente en el tejido como se indica en el apartado 6.1.1.

6.3.-Resultados.

Los resultados obtenidos en la determinación de la movilización 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
ecuación:

cpm (tejido) : cpm/litro de medio

pmol calcio/litro de medio

pmoles 4SCa+2/Kg tejido=

peso de tejido (Kg)
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6.3.1.-Entrada de 45Ca+*.

En trabajos anteriores ya se había sugerido la relación entre canales

de calcio y benzodiacepinas. Varios de estos estudios indican que las

benzodiacepinas, a concentraciones micromolares, inhiben las contracciones

inducidas por la captación de calcio en sinaptosomas (Ferrendelli y col., 1982;
Taft y De Lorenzo, 1984).

Este efecto, similar a la acción de los antagonistas del calcio, se

evidenció tanto para las benzodiacepinas de acción central como las de acción

periférica.

También se ha citado la posible interacción entre receptores

benzodiacepínicos periféricos y los canales de calcio voltaje-dependientes
(Mestre y col., 1984b).

6.3.1.1 .-Influencia de los factores experimentales en la

captación de calcio.

En el presente trabajo se llevó a cabo, en primer lugar, un estudio

de las condiciones experimentales idóneas, calculando la influencia de diversos

parámetros en la incorporación de 4ECa+2
. En las Tablas 34, 35 y 36 se

resumen los resultados de las experiencias en las que se ensayó la

modificación de la captación de 45Ca+2 según el tiempo de despolarización, la
concentración de calcio de medio y la concentración de potasio de la solución

nutritiva.

En primer lugar se procedió a establecer el tiempo adecuado de

contacto con el radioisótopo y con la solución despolarizante. Para ello se

establecieron como constantes la concentración de calcio extracelular (2.5

mM), una concentración de KC1 de 80 mM, mientras que los lavados se

realizaron con una solución libre de calcio que contenía 2 mM de EGTA. Se

ensayaron dos protocolos experimentales, en el primero se sometía al tejido
a un tiempo de contacto (5 min) con el isótopo antes de provocar la

despolarización; por el contrario en el segundo se suprimió este tiempo de
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Tabla 34: Influencia del tiempo de despolarización en la captación
de “Ca*2 estimulado por KC1 en conducto deferente de rata.

1.- Sin tiempo previo de estabilización.

TIEMPO (min) COND. BASALES n DESPOLARIZ. n

pmoles Ca/Kg tej. pmoles Ca/Kg tej.

8 128.04 ± 11.78 4 156.34 ± 43.92 4

4 60.09 ± 17.80 4 121.87 ± 15.18** 4

2 30.69 ± 4.99 4 40.75 ± 2.45 4

2.- Con 5 minutos previos de estabilización

TIEMPO (min) COND. BASALES n DESPOLARIZ. n

pmoles Ca/Kg tej. pmoles Ca/Kg tej.

10 164.38 ± 17.90 4 179.70 ± 8.96 4

8 163.31 ± 26.81 4 188.78 ± 19.47 4

5 105.27 ± 9.20 4 132.08 ± 8.91* 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] = 2.5 mM.

[K+] = 80 mM.

Lavados con EGTA.

pinoles de calcio / Kg de tejido expresados como x ± DS.
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estabilización con el 46Ca+2

. En ambos casos se valoró el calcio incorporado a

diferentes tiempos. Los resultados obtenidos muestran que la incorporación
de calcio al tejido depende del tiempo tanto en condiciones básales como de

estimulación (Fig. 39 y 40).

El tiempo de estabilización del tejido con el radioisótopo no mejora la

posterior incorporación de éste cuando se induce la despolarización con KC1

(Tabla 34).
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'

Teniendo en cuenta estos resultados, se estableció que el tiempo de

contacto con la solución de KC1 fuera de 4 minutos, ya que el grado de

significación entre las condiciones básales y de despolarización era más

elevado; al mismo tiempo se eliminó el período previo de estabilización ya que

no mejoraba significativamente la incorporación.

Asimismo, fue a este tiempo de contacto donde los valores obtenidos

resultaron ser más homogéneos, permitiendo una mayor reproductibilidad de

las experiencias.

Uno de los factores que influyen decisivamente en la captación de
45Ca+2

es la concentración de calcio en el medio (Weir y Weston, 1988; Khoyi
y col.,1987; Hay y Wandsworth, 1984). Teniendo en cuenta la importancia de

este parámetro, se procedió a comparar la incorporación de 4SCa+2
a diversas

concentraciones de calcio en la solución nutritiva (Tabla 35; Fig. 41).

Tabla 35: Influencia de la concentración de calcio del medio

en la entrada de 4RCa*2.

CONC. CALCIO COND. BASALES n DESPOLARIZ. i

(mM) pmol Calcio/Kg tej. pmol Calcio/Kg tej.

2.5 53.26 ± 12.78 4 121.89 ± 15.18** '

0.5 59.73 ± 7.81 4 110.01 ± 10.16* <

t de Student para datos apareados: *p< 0.02; **p< 0.001 vs cond. básales.

Condiciones experimentales: [K+] = 80 mM.

Tiempo de despolarización, 4 min.

Lavado con EGTA.

limóles de calcio / Kg de tejido expresados como x ± DS.
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Figura 41: Influencia de la concentración de calcio del medio

en la captación de 45Ca+2
.

Por último, se ensayaron diferentes concentraciones de KC1 para

inducir la despolarización manteniendo fijas el tiempo de despolarización (4

min) y la concentración de calcio del medio (0.5 mM). Los resultados se

muestran en la figura 42.

Una vez fijadas las condiciones experimentales de estimulación, fue

necesario valorar la influencia del tipo de lavado. Aunque Weir y Weston

(1988) indican que el lavado con EGTA o con LaCl3 no influye de manera

decisiva en los resultados, en este caso la variación de éstos fue evidente,

como se muestra en la Figura 43.
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Tabla 36: Influencia de la concentración de KC1 en la solución

despolarizante en la captación de “Ca*\

CQNC. DE POTASIO COND. BASALES n DESPOLARIZ. n

(mM) pmol Calcio/Kg tej. pinol 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+2 ] = 0.5 mM. Tiempo de despolarización, 4

min. Lavado con EGTA.

pmoles de calcio / Kg de tejido expresados como x ± DS.
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Tras el análisis y valoración de todos los resultados se pudieron

establecer las condiciones de trabajo adecuadas para el estudio de la acción

de diversos fármacos en la captación de calcio del medio. Estas condiciones

expuestas en la sección 6.1. son:

- Concentración de calcio en el medio: 0.5 mM.

- Concentración de potasio para la despolarización: 120 mM.

- Tiempo de despolarización: 4 minutos.

- Lavado con LaCl3 , 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=ll) en

condiciones básales y de despolarización (KC1 120 mM) respectivamente.

6.3.1.2.-Efecto de las benzodiacepinas y PK 11195 en la

entrada de "Ca*3 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 inhibición de

la captación de calcio, que resultó ser dosis-dependiente (Fig. 44). Tanto en

caso del diazepam como del clonazepam la inhibición de la captación de calcio

tan sólo se evidenció a dosis muy elevadas, aproximadamente 100 pM en

ambos casos.

En el caso del PK 11195 se ensayó el rango de dosis comprendido
entre 5 pM y 100 pM (Tabla 38). Al igual que el Ro 5-4864 presentó
también un patrón 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 inhibición

de la entrada de calcio esté mediado por el receptor benzodiacepínico
periférico.
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6.3.1.3.-Entrada de calcio inducida por A1F4\

Como se ha mencionado en la sección teórica, ciertas proteínas G

están acopladas a canales de calcio, de manera que son capaces de regular
el tránsito de este ión a su través. Asimismo, la activación no selectiva de las

proteínas G, incluye la activación de las G
p, que inducen la hidrólisis de

fosfatidilinositoles y, por tanto, también una movilización de calcio mediada

por inositoltrifosfatos (Rampe y col., 1981). Si se activan este tipo de

proteínas G se observa un incremento de la entrada de calcio en la célula.

Por todo lo anteriormente expuesto, hemos utilizado un activador inespecífico
de las proteínas G, el ión A1F4

'

(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 activación de las proteínas G.

En primer lugar se realizó un estudio de la entrada de calcio inducida

por A1F4

'

a diferentes concentraciones. Los resultados se expresan

en la tabla 39 y se muestran gráficamente en la figura 45.

Tabla 39: Captación de 45Ca+2
en conducto deferente de rata

estimulado por diferentes concentraciones de A1F 4’.

CONCENTRACION BASAL n ESTIMULADO n

DE NaF/AICh pg de 45Ca+2/Kg tej. pg de 45Ca+2/Kg tej.

2mM/20pM 414.77 ± 68.91 4 349.95 ± 65.00*2 4

5mM/50pM 337.73 ± 32.32 4 471.61 ± 41.46 4

lOmM/lOOpM 341.54 ± 41.46 4 442.70 ± 53.24* 1 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 estimulación: 30 min.
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152Teniendo en cuenta estos resultados se utilizó la concentración de 10

mM/100 pM. La estimulación con A1F4
* de los conductos deferentes de rata

produjo un aumento de la entrada de 45Ca+2 de 341.54 ± 41.46 (n=4) a 442.70

± 53.24 (n=4) pinoles 46Ca/kg. tejido, en condiciones básales y de estimulación,

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 activación de proteínas G, hecho

que apoya los resultados expuestos más adelante (sección 7).

6.3.2.l.-Salida de 45Ca+a basal.

Los resultados con Ro 5-4864 (62.4 pM) y PK 11195 (110 pM)
demostraron que ninguno de los dos compuestos modificó de forma

significativa la pendiente de las curvas de desaturación 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 45Ca*2 inducida por noradrenalina.

La estimulación 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 observó una disminución del contenido en ^Ca*2 de

los conductos deferentes estimulados respecto de los control. La cantidad de

calcio se reducía de 3.25 ± 0.07 pmoles 45Ca+2/Kg (n=5) a 2.5 ± 0.3 pmoles
^Ca^/Kg (n=ll); la significación, 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 45Ca+2/Kg y 2.64 ± 0.16 pmoles 4SCa+2/Kg,
n = 5, respectivamente).
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1567.-Hidrólisis de fosfatídilinositoles en conducto deferente

de rata.

7.1.- Protocolo experimental.

Una vez obtenidos los conductos deferentes de rata como se indica en

la Sección 1.1 se dividieron en pequeños trozos circulares (2-3 mm) y se

transfirieron por parejas a una solución Krebs-Henseleit a 37 °C (en mM:

NaCl.86.2, KC1, 4.7, Na2S0 4 , 1.2, KKjPQ*, 1.19, CaCl2, 1.9 NaHC0 3 ,25,

glucosa, 11.7, aireada con carbógeno (02:C02, 20:1). Seguidamente se incubó

el tejido a 37 °C durante 3 horas en 1 mi de solución Krebs-Henseleit con 10

pCi de [3H]myo-inositol (actividad específica 95.6 Ci/mmol), contenida en tubos

de plástico con cierre hermético. Cada 30 min se renovó la atmósfera con

carbógeno. Diez minutos antes de finalizar el período de incubación, se añadió

al medio pargilina (50 pM) a fin de inhibir de forma irreversible la actividad

monoaminooxidasa. Al finalizar el período de incubación se lavó el tejido con

1 mi de Krebs-Henseleit.

El período de estimulación se inició añadiendo a cada tubo 0.5 mi de

tampón Krebs-Henseleit que contenía:

1. - 10 mM de LiCl, incorporado para inhibir el enzima inositol-1-

fosfatasa y permitir así la acumulación de inositolfosfatos.

2. - Acido ascórbico para evitar la posible oxidación de la metoxamina.

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

4. - Fármaco a ensayar en los tubos que contenían uno de los

conductos deferentes de cada animal, mientras el otro deferente se mantenía

como control, es decir sufriría el mismo proceso pero no entraría en contacto

con el fármaco.

Se gasearon todos los tubos con carbógeno y se taparon
herméticamente, incubándose a 37 °C, con agitación suave durante 15 min,
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en este momento se añadió la concentración adecuada de metoxamina (40

jiM) en un volumen final de 0.6 mi, a fin de provocar la hidrólisis de los

fofatidilinositoles. Tras 60 min de estimulación, la reacción se paró con 2 mi

de cloroformo/metanol (1:1, v/v) que contenía CaCl2 (60 pmoles/g de tejido)
para facilitar la extracción de los fosfoinositoles (Hauser y col., 1973) y se

mantuvieron a 25 °C toda la noche. Transcurrido este tiempo se procedió a

la homogenización del tejido durante 30 s, utilizándose un Polytron;
seguidamente se añadió 1 mi de agua destilada, utilizándola para lavar el

homogenizador y 1 mi de cloroformo. Los tubos se agitaron vigorosamente y

se centrifugaron a 3000xg durante 5 min para separar las dos fases. A

continuación se retiró la fase acuosa y se prosiguió la extracción de

fosfoinositoles e inositolfosfatos por adición a cada tubo de 1.4 mi de una

mezcla que contenía metanol y una solución de EGTA ,5 pM, (9:4/v:v). Los
tubos se agitaron y se añadió la fase acuosa retirada anteriormente. Tras

una vigorosa agitación se centrifugaron durante 5 min a SOOOxg para separar

las dos fases.

Los [3H]inositolfosfatos presentes en la fase acuosa se separaron

mediante cromatografía de intercambio iónico. Se sembraron alícuotas de 2

mi de la fase acuosa sobre columnas de 0.5 mi de resina Dowex 1-X8 (forma

formiato, 100-200 mesh). El [3H]inositol se eluyó de las columnas con 4 mi

de agua. El glicerofosfoinositol se eluyó mediante 4 mi de tetraborato sódico

5 mM/ formiato sódico 60 mM, El [3H]inositolfosfato se eluyó con 4 mi de

formiato amónico 1M/ ácido fórmico 0.1 M, según el protocolo de Berridge y

col., 1982.

Tras la elución de los inositol fosfatos, las columnas se lavaron con

4 mi de ácido fórmico 1M, 10 mi de tampón Tris-formiato 10 mM, pH 7.4 y

2 mi de ácido fórmico 0.1 M, guardándose después a 4 °C y con ácido fórmico

0.1 M. Antes de la pasar una nueva muestra, las columnas se equilibran con

30 mi de Tris-formiato, pH 7.4. Este ciclo de lavado y regeneración de

columnas descrito por Minneman y Johnson (1984) permite la utilización 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 eluídas con formiato

amónico lM/áddo fórmico 0.1M se cuantificó por centelleo líquido mediante

la incorporación a las muestras de 10 mi de cocktail de centelleo, Normascint

F-l (Scharlau), y lectura en un contador, LX-800 Beckman.

La cantidad de f^H] inositol incorporada a cada conducto deferente se

determinó evaporando lml de la fase clorofórmica obtenida después de la

extracción de fosfoinositoles, y midiendo la radiactividad presente de forma

análoga.

Los resultados se expresan como porcentaje de radiactividad de la

fase acuosa respecto a la orgánica, corrigiéndose las variaciones de volumen

de cada fase, ya que la radiactividad acumulada en la fase orgánica es

proporcional a la cantidad de [3H] inositol incorporada.

7.2.-Resultados.

La metoxamina indujo la hidrólisis de los fosfatidilinositoles,
aumentando ésta desde su nivel hasal 3.00 ± 1.07 % a un valor de 67.26 ±

22.4 % (Fig, 49).

En primer lugar se ensayó el prazosín a una concentración de 10 pM.
Este compuesto fue capaz de inhibir la hidrólisis inducida por metoxamina

en las condiciones experimentales expuestas anteriormente (Fig. 49),
obteniéndose un valor similar al de hidrólisis 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 aún a esta dosis

elevada no se produjo inhibición de la acumulación de inositolfosfatos en

conducto deferente de rata, obteniéndose un valor de hidrólisis 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 presentó un efecto significativo en todas

las demás experiencias realizadas, parece improbable que el mecanismo de

acción de este fármaco esté relacionado con la hidrólisis de estos mensajeros
secundarios.
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En el caso del PK 11195, sólo a dosis superiores de 41.5 pM fue

capaz de producir una inhibición significativa de la hidrólisis 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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(40
pM).
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del
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del
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(62.6pM,
Ro)
y
del
PK
11195
(41.5
pM,
PK)
en
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inducida
por

metoxamina.
*p<0.05;
**p<0.001
vs

estim.
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B.-EXPERIENCIAS EN DUODENO AISLADO DE RATA.

l.-Obtención y montaje del duodeno aislado de rata.

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, machos (360±30 g) procedentes
del estabularlo 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 EPM-E20) y agua. Después de un ajamo de 24 h, los animales

se sacrificaron por traumatismo craneal y posterior exsaguinación carotídea.

A continuación, se colocaron en decúbito supino y se les practicó una incisión

en el abdomen, poniendo al descubierto el paquete intestinal. Seguidamente
se procedió a diseccionar irnos 10-15 cm de intestino delgado a partir del

píloro y se trasladaron a una cápsula de Petri con solución fisiológica
suficientemente oxigenada. Se desecharon los 2 primeros cm y se procedió a

la limpieza del tejido conectivo adherido al duodeno, evitando lesionar la

pared muscular; se cortaron trozos de aproximadamente 2 cm y se procedió
a su montaje en el baño de órganos.

Los cambios de tensión se registraron en un transductor isométrico

(TRIO 10 LETICA), acoplado a un amplificador (ISO505 LETICA) y éste a un

registrador multicanal Poly-Graph 4000 LETICA.

La solución nutritiva fisiológica utilizada fue Tyrode-Ringer, cuya

composición en mM es como sigue: NaCl, 137; KC1, 2.68; NaHgPCh, 0.42;

MgCl2 , 0.86; CaCl2 , 1.8; NaH2C03 , 11.99; glucosa, 5.55. En las experiencias
en que se modificó la cantidad de calcio en la solución Tyrode (0.5 o 5.4

mM), se ajustó, asimismo, la cantidad de NaCl equimolecularmente, de forma

que se mantuvo inalterada la composición iónica del medio.

El duodeno se mantuvo a una tensión de 0.4 g y a 30 °C de

temperatura, oxigenado con carbógeno. El período de estabilización fue de

30 min.
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2.-Curvas dosis-respuesta al earbacoL

El rango de dosis utilizadas para la obtención de las curvas al

carbacol estuvieron comprendidas entre 0.1-100 pM. Después de 10 min de

recuperación del órgano, tras la obtención de la curva dosis-respuesta control,
se añadió al baño la concentración de fármaco 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

máximo a cada una de las dosis de carbacol, en ausencia o en presencia de

dosis distintas de fármaco.

2.1.-Caracterización de la respuesta al Carbacol en

presencia de benzodiacepinas y PK 11195.

2.1.1.-Experiencias en presencia de A1F4\

Las siguientes experiencias se llevaron a cabo, para determinar si el

mecanismo de acción de las benzodiacepinas y del PK 11195 estaba

relacionado con la modificación de proteínas G implicadas en la respuesta
del carbacol.

El FA1/ ha sido descrito como una activador de las proteínas 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 proteína G, formando así un

análogo del GTP y por tanto activando la proteína G.

Se realizaron dos tipos de experiencias en duodeno aislado:

a.- Reversión del efecto de las benzodiacepinas por A1F/ ai las

contracciones producidas por carbacol v su modificación por calcio.

En este caso se utilizó una dosis única de carbacol (20 pM) para

obtener la contracción máxima del órgano en presencia y en ausencia de

fármaco.
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El AIF4* se adicionó al baño en forma de soluciones acuosas, una de

NaF (1 inM) y otra de A1C13 (10 pM), durante un período de 30 min. A los

20 min se adicionó la dosis de fármaco a ensayar y 10 min. después se

provocó la contracción por carbacol. Tras un lavado del órgano y un período
de recuperación se obtuvo la contracción de carbacol utilizada como control,

ya que el A1F4
‘

provoca una contracción per se del duodeno.

b.- Efecto de las benzodiacepinas en las contracciones

por A1F/.

En este caso la contracción por NaF/AlCl3 se provocó, al igual que en

la experiencia anterior, adicionando al baño dos soluciones acuosas, una de

NaF (1 mM) y otra de A1C13 (10 pM), durante un período de 30 min, tiempo
suficiente para obtener la contracción máxima en forma de meseta. En el caso

de las experiencias que se realizaron en presencia de fármaco, éste se

adicionó 10 min antes de que finalizara el período de contracción por el A1F 4
‘

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 mi: una dosis única 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 estableció la inhibición que provocaban ambos

fármacos en estas condiciones sobre el duodeno de rata aislado y

posteriormente se mantuvo el órgano en contacto con las toxinas durante 3

horas, a una concentración de 125 ng/ml para la pertussis y de 4 pg/ml para
la colera. 10 min antes de terminar el período de incubación se adicionó al

baño el fármaco ha ensayar, o bien se mantuvo como control, para determinar
el efecto de las toxinas, per se, sobre la contracción inducida por carbacol.
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2.2.-Resultados.

2.2.1.-Curvas dosis respuesta al CarbaeoL

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

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

de rata.

Todos los fármacos ensayados mostraron su capacidad de inhibir las

contracciones producidas por carbacol a las dosis ensayadas. El antagonismo
se definió como no competitivo, ya que desplazaba la curva dosis respuesta
a la derecha y disminuía el efecto máximo.
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Este antagonismo era revertido después del lavado con la solución

nutritiva y dosis dependiente, por ello se elaboraron las correspondientes
curvas dosis respuesta para cada uno de los fármacos.

El rango de dosis ensayadas para el Ko 5-4864 fue de 6 a 30 pM

(Tabla 40; Fig. 51) y la CIr, calculada 13.6 pM, con un PD2
’ 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 (sr) 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 77.21 ± 4.12

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición 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 PD2

’ de 4.38.

Para el clonazepam el rango de dosis estuvo comprendido entre 30 y

95 pM (Tabla 42; Fig. 53), con una CI^ de 52.3 pM y un PD2
’ de 4.28.
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Tabla 41: Efecto del diazepam en las contracciones inducidas

por carbacol en dudodeno de rata.

GONG. (uM) n* Emax (g) INHIBICION (%)**

0 6 1.92 0

13.20 4 1.76 8.26 ±1.41

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

*Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

Tabla 42: Efecto del clonazepam en las contracciones inducidas

por carbacol en dudodeno de rata.

GONG. (uM) n* Emax (g) INHIBICION (%)**

0 6 1.73 0

31.60 4 1.43 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 76.47 ± 5.34

94.80 7 0.19 89.26 ± 1.76

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.
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El PK 11195, de estructura no benzodiacepínica ha mostrado también

efecto inhibidor, como en las restantes experiencias, y el rango de dosis

empleadas fue de 47 y 30 pM (Tabla 43; Fig.54), mostrando una CIM de 11.8

pM y subsiguientemente un PD2
’ de 4.93.

Tabla 43: Efecto del PK 11195 en las contracciones inducidas

por carbacol en dudodeno de rata.

CONC. íuM) n* Emax (g) 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

* Número de observaciones.
** Porcentaje de inhibición expresado como media ± DS.

Como se observa del análisis de la Tabla 44 donde se resumen las

CI„ y PD; de los fármacos ensayados. El que mostró más selectividad fue el

Ro 5-4864 seguido por el PK 11195, y con mía selectividad menos

pronunciada diazepam y clonazepam.
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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).
c) Clonazepam (63.2 pM).
d) PK 11195 (47.3 pM).
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Tabla 44: Valores de pD2
* obtenidos para cada compuesto frente

a las contracciones inducidas por carbacol en duodeno de rata.

COMPUESTO n* CL* (uM) pDo’

Ro 5-4864 5 13.6 ± 1.07 4.37 ± 0.03

Diazepam 5 41.9 ± 4.64 4.38 ± 0.05

Clonazepam 5 53.1 ± 1.69 4.27 ± 0.01

PK 11195 5 11.9 ± 0.75 4.92 ± 0.03

* Número de observaciones.

Los valores de CI >% y pD2
’
se expresan con el valor de la media ± DS.

2.2.2.-Caracterización de la respuesta al carbacol en

presencia de benzodiacepinas y PK 11195. Influencia del calcio

extracelular.

Para caracterizar el mecanismo de inhibición por benzodiacepinas y

PK 11195 de las contracciones por carbacol en duodeno de rata, se modificó,
en primer lugar, la concentración de calcio del medio.

Al disminuir el calcio extracelular de 1.8 mM a 0.5 mM se produce
un aumento del grado de inhibición de todas las benzodiacepinas, pero no del

PK 11195. Las experiencias se realizaron a dosis de fármaco próximas a su

Clgo y los resultados se muestran en la Tabla 45 y Figura 55.

El análisis estadístico realizado (ANOVA y posterior test de Scheffé)
indica mi grado de significación de p<0.001, tanto para Ro 5-4864, como para

diazepam y clonazepam.
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Cuando la concentración de calcio del medio se incrementa a 5.4 rnM,

el efecto inhibidor de las benzodiacepinas se reduce con un grado de

significación pcO.OOl. Sin embargo, el efecto del PK 11195 tampoco se

modifica al triplicarse la concentración de calcio del medio (Tabla 45).

Tabla 45: Inhibición (%) de las contracciones inducidas por carbacol

a diferentes concentraciones de calcio por diferentes compuestos.

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

COMPUESTO

Ro (23.4pM)
DZ (51.6 pM)
CZ (63.2 pM)
PK (14.2 pM)

Ca 0.5 mM n

32.49 ± 4.83** 5

42.25 ± 9.63* 5

69.07 ± 4.17** 7

56.37 ± 9.69 5

Ca 1.8 mM n

65.71 ± 2.27 5

60.70 ± 5.67 8

57.89 ± 4.79 4

53.95 ± 8.29 5

Ca 5.6 mM n

13.92 ± 3.14** 5

26.54 ± 8.03** 5

27.85 ± 7.06** 8

54.08 ± 9.64 5

Resultados expresados como media ± DS, siendo "n" el número 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 A1F4'.

En primer lugar se realizó un estudio comparativo de la contracción

producida en las condiciones experimentales por diferentes dosis de NaF/AlCl3 ,

y se observó que a las cuatro dosis (0.5 inM/5 pM, 1 mM/10 pM, 2 mM/20

pM, 3 mM/30 pM, de NaF y A1C13) estudiadas, la contracción del órgano 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 A1C13 .
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Tabla 46: Influencia de la concentración de A1F4
'

en la

contracción inducida en duodeno aislado de rata.

CONCENTRACION

NaF (mM) A1C1, (uM) EFECTO (er) * n**

0.5 5 0.62 ± 0.12 3

1 10 0.85 ± 0.16 6

2 20 0.77 ± 0.15 5

3 30 0.71 ± 0.15 3

* Resultados expresados como media ± DS.
** número de observaciones.

Asimismo, se realizó un estudio de la influencia del calcio en la

contracción producida por NaF/AlCl3 en duodeno aislado de rata. La

concentración de calcio del medio influyó en la respuesta del órgano sólo en

condiciones extremas; la respuesta sólo varió de forma significativa cuando

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

Tabla 47: Influencia del calcio del medio en las contracciones

inducidas por A1F/ en duodeno de rata.

CONCENTRACION DE CALCIO DEL MEDIO

0 mM

0.5 mM

1.8 mM

5.6 mM

EFECTO (g)

0.34 ± 0.10**

0.88 ± 0.18

0.85 ± 0.15

0.99 ± 0.14*

n

4

6

7

7

Resultados expresados como media ± DS.

ANOVA y test de Scheffé: *p<0.01. **p<0.001.
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a.- Reversión del efecto de las benzodiacepinas por NaF/AlCl,

de las contracciones producidas por carbacol.

El efecto antagonista mostrado por Ro 5-4864 (10-25 jiM) y PK

11195 (15-90 pM) en las contracciones inducidas por carbacol, no se

presentaba si el órgano había estado tratado con NaF/AlCl3 previamente a

su exposición a ambos fármacos (Tabla 48).

El análisis estadístico (ANOVA y test de Scheffé) de la reversión del

efecto de Ro 5-4864 y PK 11195 sobre el carbacol en presencia de A1F4
‘

muestra un grado de significación de p<0.001 para el Ro 5-4864 y el PK

11195. Estos resultados indican, que, probablemente, el mecanismo de acción

de estos fármacos está interrelacionado con el del A1F4
'

y, por tanto, podía
estar relacionado con las proteínas G.

Tabla 48: Reversión del efecto inhibidor del Ro 5-4864 y del PK 11195

en las contracciones inducidas por carbacol por el A1F4*.

CONC. fuM) SIN A1F/ EN PRESENCIA DE A1F/ 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

14.2 53.94 ± 8.29 10.41 ± 5.49 5

18.9 73.62 ± 4.13 0 5

Resultados expresados como media (%) ± DS.

"n": número de observaciones.
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b.-Efecto de las benzodiaeepinas en las contracciones

inducidas por A1F/.

En este caso, tanto Ro 5-4864 como PK 11195, mostraron un efecto

inhibidor de las contracciones inducidas por A1F4
' (Tablas 49 y 50). Los PD2

’

calculados fueron respectivamente, 4.69 y 4.89 (CIge de 20.1 ± 1.18 y 12.8 ±

1.13 pM).

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

por A1F4
*

en duodeno de rata.

CONC. (uM) n* Emax (g) ^INHIBICION **

0 8 0.85 0

11.70 8 0.41 51.33 ± 10.49

19.70 7 0.45 47.10 ± 11.55

23.45 6 0.47 44.55 ± 9.84

* Número de observaciones.
** Resultados expresados como media ± DS.
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Tabla 50: Efecto del PK 11195 en las contracciones inducidas

por A1F4

*

en duodeno de rata.

CONC. fuM) n* Emax (g) 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

* Número de observaciones.
** Resultados expresados como media ± DS.

También en este caso se estudió el efecto de la concentración

calcio extracelular sobre el efecto de estos fármacos, y como en el caso

descrito anteriormente, se varió la concentración de calcio de la solución

Tyrode de 0.5 mM a 5.4 mM,

Se ensayó una única dosis de cada fármaco, próxima a su CL», y se

observó que el efecto inhibidor, tanto en el caso del Ro 5-4864 como en el del

PK 11195, depende de la concentración 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 significación
para cada caso.
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Efectos del Ro 5-4884 y del PK 11195 en las contracciones

inducidas por A1F 4
"

en duodeno de rata.

Ro 5-4864

*

0.4 g

a) Relajación inducida por Ro 5-4884 (23.5 pM) de la

contracción por A1F4
'

en duodeno de rata.

PK 11195

I

b) Relajación inducida por PK 11195 (18.9 pM) de la

contracción por A1F/ en duodeno de rata.



Tabla 51: Inhibición (%) de las contracciones inducidas por A1F4
‘

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 (23.4jiM) 91.38 ± 6.78** 7 44.55 ± 9.84 6 23.67 ± 5.63** 12

PK (9.4pM) 70.87 ± 9.09** 10 33.31 ± 8.98 4 9.81 ± 5.59* 4

Resultados expresados como % de inhibición (media ± DS), siendo "n" el

número 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 disminución

del efecto contracturante del carbacol en duodeno aislado de rata. Tanto el

efecto inhibidor del Ro 5-4864 (23.5 pM) como el del PK 11195 (11.7 pM) en
este tipo de preparación, se potenció cuando el tejido se incubó con la toxina.

Los resultados se muestran en la Tabla 52 (Fig. 58).

b. - Resultados en presencia de Toxina colera .

La inhibición 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 contráctil de duodeno aislado de rata

al carbacol varía significativamente, en presencia de toxina colera. Este

resultado parece indicar que la proteína G. no está implicada en la respuesta
contráctil 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 jiM) y de PK 11195 (11.5 jiM) en las

contracciones inducidas por carbacol en duodeno aislado de rata.

Toxina nertussis (125 ner/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 uer/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 acción inhibidora de las benzodiacepinas y PK 11195 se

centre de una manera general en la regulación de la actividad de algún
sistema de segundos mensajeros. Al ser descartada la hidrólisis de los

fosfatidilinositoles como punto de acción de estos compuestos, hemos creído

oportuno realizar una primera aproximación al sistema de regulación del

AMPc, nucleótido implicado directamente en los procesos de contracción-

relajación, 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 acción

a nivel de la regulación de estos nucleótidos 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

farmacológicas cuyo mecanismo de acción podría residir en una afectación 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 nucleótidos cíclicos cataliza la hidrólisis

del AMPc y GMPc, convirtiéndolos en los 5’-nucleótidos correspondientes. Para
la valoración espectrofotométrica de esta actividad existe el inconveniente de

que tanto el sustrato como el producto de la reacción presentan absorción a

las mismas longitudes de onda, lo que implica que en la valoración deberá

utilizarse reacciones enzimáticas 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 utilizó el método descrito por Menahan y col.(1969), en el se

determina la disminución de absorbancia a 265 nm debida a la desparición
del sustrato (AMPc). Para ello, en la mezcla de incubación se incluyen los

enzimas adenosindeaminasa y fosfatasa alcalina en exceso. El primero de

estos enzimas cataliza la transformación del 5VAMP en 5’-inosinmonofosfato

y el segundo, la transformación de este compuesto a inosina. La inosina no

presenta absorción a 265 nm, por lo que la disminución de la absorbancia

será debida únicamente a la desaparición del AMPc.

La metodología a seguir se inició añadiendo a la cubeta de reacción:

-2 mi de tampón Tris HC1, que contema MgS04 (0.55 mM), pH
7.4.

-400 pl de solución de AMPc (concentración final 50 pM).
-300 pl de una solución que contenía adenosindeaminasa

(concentración final 2 pg/ml) y fosfatasa alcalina (125 U/ml).

La cubeta blanco contenía únicamente tampón Tris HC1. La cubeta

de reacción se agitó, se colocó en la celda correspondiente a la muestra y se

mantuvo a 37 °C durante 5 min.

Después de este período de tiempo se añadieron a la cubeta 300 pl
de una solución de fosfodiesterasa (0.02 mg/ml), se agitó y se empezó a

registrar la absorbancia después de 20 s. A partir de este momento, la

absorbancia se registró 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 tampón Tris HC1, a una concentración de 100 pM en la mezcla

de reacción. Como sustancia patrón de la inhibición del enzima fosfodiesterasa

se utilizó teofilina a la misma concentración 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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Todos los compuestos estudiados presentan el mismo patrón de

respuesta. Tanto la teofilina como las benzodiacepinas y el PK 11195

provocaron, a la dosis ensayada (100 pM) la inhibición del enzima

fosfodiesterasa (Fig. 60). A esta dosis los inhibidores más potentes fueron

teofilina y diazepam (47.12 % y 45.45 %, respectivamente), después Ro 5-

4864 (30.26%) y PK 11195 (30.38 %), y por último el clonazepam (16.16 %).
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191FARMACOS Y REACTIVOS.

Se han utilizado los siguientes compuestos:

-Noradrenalina bitartrato, Ro 5-4864, Ro 15-1788, EGTA y EDTA

de Fluka, AG, Basel.

-Carbacol (HC1), metoxamina (HC1), desmetilimipramina (HC1),

pargilina (HC1), prazosín (HC1), toxina pertussis, toxina colera, GABA,

muscimol, ácido 3-[N-Morfolino] propanosulfónico (MOPS), adenosina

(hemisulfato), 2-cloroadenosina, S-(2-hidroxi-5-nitrobencil)-6-tioguanosina
(HNBTG), LiCl3 de Sigma, Chem. Co., St. Louis, MO.

-Diazepam (HC1) y clonazepam (HC1) de Hofímann-LaRoche, Basel.

-PK 11195 de Pharmuka-Rhone Poulenc, Asniéres.

-Nifedipino de Bayer, AG, Wuppertal.

-Diltiazem de Lab. Dr. Esteye, Barcelona.

-Baclofeno de Ciba-Geigy, Barcelona.

Las soluciones stock de cada fármaco 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 HC1 0.1 N; la noradrenalina se ha disuelto en

ácido ascórbico 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 solución de NaCl (0.9%) que contenía ácido ascórbico (1 mM). Para

evitar la degradación del nifedipino por acción 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 concentración

final de etanol y de HC1 0.1 N inferior al 1% ya que de esta forma los

resultados no se vieron afectados de manera significativa.
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Los reactivos utilizados en la determinación de la actividad

fosfodiesterasa fueron:

-AMPc, forma árida (Boehringer Mann.).
-Adenosin deaminasa de intestino de camero (Boehringer
Mann., 10 mg/ml).
-Fosfatasa alcalina de intestino de camero (Boehringer
Mann., 2.7 mg/0.54 ml/7500 U).

-Fosfodiesterasa de corazón 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).

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

Las soluciones de cada uno de estos compuestos se han preparado
en tampón Tris-HCl 50 mM con MgS04 0.55 mM, pH 7.4. Tanto las

soluciones de AMPc como las soluciones enzimáticas deben prepararse de

manera extemporánea justo antes de realizar el ensayo, manteniéndose

durante éste en baño de hielo.



III.-DISCUSION
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Las acciones generales de las benzodiacepinas a nivel del sistema

nervioso central y su mecanismo de acción están íntimamente relacionados

con el sistema inhibidor del GABA, responsable, tras su activación de la

ansiolisis y sedación, acciones por las que estos compuestos son

ampliamente reconocidos y utilizados en clínica.

Esta acción GABA-mimética se lleva a cabo a través de receptores

específicos denominados receptores benzodiacepínicos centrales y (Squires
y col., 1977) que se localizan en el sistema nervioso central. Como ya se

ha indicado previamente, este receptor está relacionado con el complejo-
receptor GABA-ionoforo del cloro (Tallman y col., 1978; Marangos y col.,

1981).

Sin embargo, la acción que ejercen las benzodiacepinas estudiadas

(Ro 5-4864, diazepam y clonazepam) y el PK 11195 en el presente trabajo
no está mediada por este tipo de receptor benzodiacepínico, como lo

demuestran los resultados obtenidos.

En primer lugar el ácido gamma-aminobutírico no es capaz de

producir el mismo efecto inhibidor sobre las contracciones inducidas por

noradrenalina exógena como lo hacen los compuestos estudiados. Asimismo,

para descartar la participación de receptores benzodiacepínicos asociados

al sistema gabaérgico en este tipo de respuesta, se utilizó un antagonsita

específico de los receptores centrales, el Ro 15-1788, que no revirtió el

efecto inhibidor de las benzodiacepinas.

Igualmente se puede descartar la participación de receptores

gabaérgicos como mediadores del efecto inhibidor de las benzodiacepinas
estudiadas, del hecho que ni el baclofeno, ni el muscimol, fármacos

agonistas específicos del sistema gabaérgico, no contrarrestaron los efectos

de las benzodiacepinas estudiadas.
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Podría postularse que los efectos de estos compuestos a nivel

periférico se deben a la interacción de éstos con otro tipo de lugares de

unión denominados receptores benzodiacepínicos periféricos descubiertos

posteriormente (Davies y col., 1981; LeFur y col., 1983a). La unión 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

función físio-farmacológica, estudios recientes in vitro los relacionan con

el crecimiento y la diferenciación celular (Anholt y col., 1986) y con la

posible regulación del flujo del ión calcio, especialmente a nivel de los

canales de calcio voltaje-dependientes (Rampe y col. 1986; Cantor y col.,
1984). Los últimos trabajos indican que la interacción de las

benzodiacepinas con este receptor periférico está relacionada con la

estimulación 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 pD2
’ 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 más

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 específico
del receptor benzodiacepínico periférico, no anule el efecto de las

benzodiacepinas indica que, posiblemente, la acción de las benzodiacepinas
a este nivel, no está relacionada con estos lugares de unión periféricos. Por
otra parte, sorprendentemente, este compuesto, el PK 11195, no sólo no

antagoniza la acción inhibidora de las benzodiacepinas estudiadas, sino que

él mismo provoca la inhibición de la respuesta contráctil 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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observar el efecto antagonista de estos compuestos sean del orden

micromolar, mientras que el rango de concentraciones a nivel del receptor

benzodiacepínico 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 están directamente implicados con el receptor

benzodiacepínico 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" estaría relacionado con los canales de calcio voltaje-
dependientes. Más tarde, Doble y col. (1985) obsevaron que este receptor

periférico micromolar mostraba el mismo patrón de distribución subcelular

que los receptores a las dihidropiridinas.

La exclusión del receptor benzodiacepínico periférico nanomolar en

las acciones de las benzodiacepinas a nivel de conducto deferente y

duodeno de rata, no llevó a pensar en la implicación de este receptor

periférico de orden micromolar como mecanismo de acción de estos

compuestos en tejidos periféricos. Así pues, la posible modulación del canal

de calcio voltaje-dependiente por estos compuestos era otro de los posibles
mecanismos de acción de las benzodiacepinas que explicaría la inhibición

de la respuesta contráctil a diferentes tipos de estímulos.

En primer lugar se evidenció la inhibición de las benzodiacepinas

ensayadas (Ro 5-4864, diazepam y clonazepam) y del PK 11195 en las

contracciones inducidas por noradrenalina exógena en conducto deferente

de rata. El orden de potencia basado en los valores de pD2
’ fue de:

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

Este efecto inhibidor de las contracciones inducidas por

noradrenalina exógena en el conducto deferente aislado de rata puede
revertirse significativamente aumentando la concentración 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 observó 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 modulación

de la entrada de calcio o con los efectos desencadenados por el caldo.

En el caso de la respuesta contráctil bifásica inducida por la

adición de KC1 160 mM, ésta se debe prindpalmente a un aumento de la

permeabilidad al caldo resultado de la despolarización produdda en las

membranas celulares del conducto deferente aislado de rata. La

despolarizadón a este nivel provoca una activadón secuendal de distintas

pobladones de canales de calcio voltaje-dependientes (Hay y Wadsworth,
1982). Los canales de caldo de activadón-inactivadón rápida son los

primeros en abrirse fadlitando una entrada masiva de calcio al interior de

la célula, que da lugar a la fase fásica de la respuesta. La inactivadón

rápida de estos canales de caldo provoca la disminudón de esta fase a un

nivel inferior denominado de actividad tónica que se origina por la

apertura de canales de calcio voltaje-dependientes de activaáón-inactivación

lenta, como consecuenda de la continua despolarizadón, que permite
mantener un influjo de caldo que da lugar a dicha fase.

Las benzodiacepinas estudiadas, Ro 5-4864, diazepam y

clonazepam, mostraron una gran selectividad de acdón por la fase fásica,

llegando incluso a anularla a altas concentradones. Sin embargo, no

presentaron el mismo efecto por la fase tónica. Estos compuestos no llegan
a anularla completamente a pesar de aumentar considerablemente su

concentradón. Parecía, por tanto, que la acdón de las benzodiacepinas a

este nivel consistía en un bloqueo más selectivo de los canales de caldo

voltaje-dependientes de activadón-inactivadón rápida (probablemente de

tipo T), anulando así el influjo de calcio. Ya que la contracdón tónica no

había sido anulada por estos compuestos, podíamos dedudr que los canales

de caldo voltaje-dependientes de activaáón-inactivación lenta son menos

sensibles al efecto de estos compuestos.
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Sin embargo, la hipótesis de un mecanismo de acción mediado por

el bloqueo de los canales de calcio es incompleta ya que esta acción

inhibidora no se modifica si aumentamos la concentración de calcio del

medio. Si el efecto dependiera sólo del bloqueo de los canales de calcio, al

aumentar este ión en el medio debería observarse una reversión de la

inhibición por las benzodiacepinas y el PK 11195.

En cambio, los antagonistas clásicos del calcio han presentado un

patrón de comportamiento distinto al de las benzodiacepinas. Nifedipino y

diltiazem, a bajas concentraciones, han mostrado una mayor afinidad por

la respuesta tónica que por la respuesta fásica, reflejando así, una mayor

selectividad por los canales de calcio voltaje-dependientes de

activación-inactivación lenta (canales tipo L). A altas concentraciones, los

antagonistas del calcio inhiben ambas fases, a excepción del nifedipino
que tan solo muestra una inhibición del 80% de ambas fases de la

respuesta, resultados que confirman los obtenidos por Hay y Wadsworth

(1982).

La estimulación tetánica del conducto deferente de rata mediante

trenes de pulsos da lugar a una respuesta contráctil en la que pueden
diferenciarse dos componentes. En primer lugar, se produce una

contracción inmediata y rápida del tejido (primer componente), a la que

sigue una contracción lenta y sostenida (segundo componente). Se ha

sugerido la existencia de una compleja participación e interacción de

receptores y neurotransmisores, tanto de naturaleza adrenérgica como de

naturaleza no-adrenérgica, en ambos componentes de la respuesta tetánica,

pero presentando cada una orígenes distintos. Es presumible que el primer
componente requiera de la movilización 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 patrón de comportamiento muy similar al del nifedipino y
del diltiazem. Así, tanto las benzodiacepinas, como los antagonistas del
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pulsos de la respuesta contráctil.

En el segundo componente de la respuesta contrátil inducida

eléctricamente, el patrón 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 último pulso
de la respuesta contráctil inducida eléctricamente en conducto deferente

aislado de rata.

La potencia relativa que presentaron las benzodiacepinas a nivel

del segundo componente fue Eo 5-4864>diazepam>clonazepam, potencia
relativa que ha sido idéntica a la obtenida en los experimentos de

estimulación con noradrenalina exógena, con calcio y en preparaciones
despolarizadas con KC1.

También en este caso, para estudiar más profundamente la posible
relación existente entre el mecanismo de acción de las benzodiacepinas a

nivel periférico con los mecanismos mediados por el calcio, se realizaron

experimentos en los que se duplicó y triplicó la cantidad de calcio del

medio.

Cuando se duplicó la concentración de calcio extracelular se observó

una reversión parcial de la inhibición por las benzodiacepinas y por el PK

11195, así como por los antagonistas del calcio, nifedipino y diltiazem. Por

el contrario, al triplicar la concentración de calcio del medio únicamente

se consiguió una reversión total del efecto en el caso del nifedipino,
diltiazem y PK 11195. En cambio, en el caso de las benzodiacepinas no se

obtuvo una reversión significativamente distinta a la obtenida con una

concentración doble de calcio.

El hecho que se revirtiera de forma parcial el efecto inhibidor de

las benzodiacepinas refleja que su mecanismo de acción presenta otros

componentes además del posible bloqueo de la entrada de calcio, como ya
se había 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 fármacos fue capaz de potenciar la

respuesta a la adenosina. Además, tampoco afectaron la acción de la

2-cloroadenosina, derivado adenosínico que no es sustrato del sistema de

recaptación. Estos resultados indican que parte del efecto del Ro 5-4864 y

el diazepam puede deberse a la inhibición de la recaptación de la

adenosina. No obstante, ni el PK 11195 ni el clonazepam se mostraron

capaces de potenciar la acción 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 benzodiacepínico periférico de

afinidad nanomolar no parece estar involucrado en el sistema de

recaptación de la adenosina. Es más probable, que se trate de un efecto

competitivo de estas benzodiacepinas con la adenosina por su unión a este

transportador, competencia ésta basada en cierta analogía estructural del

núcleo benzodiacepínico y purinérgico.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos, se determinó mediante

una metodología más específica la influencia de las benzodiacepinas en los

mecanismos de regulación de la movilización del calcio.

Se precisa una elevación de la concentración de calcio en el citosol

para que se produzca la contracción del músculo liso. Este aumento del

calcio intracelular se puede producir por la entrada de este ión a través

de canales (voltaje-dependientes o receptor-dependientes) y también por la

movilización de calcio de sus almacenes intracelulares.

En primer lugar, se comprobó si la acción inhibidora de las

benzodiacepinas a nivel de órgano aislado implicaba un bloqueo de la

captación de calcio, a través de los canales voltaje-dependientes.
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captación de tóCa+2 inducida por KC1 en conducto deferente de rata. Los

resultados obtenidos mostraron que Ro 5-4864 y PK 11195 inhibían la

entrada de calcio inducida por KC1, 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 KC1 y

noradrenalina en conducto deferente aislado de rata. Sin embargo,
diazepam y donazepam, sólo presentaron esta acción a concentraciones

muy elevadas y, por tanto, con poca selectividad.

Estos resultados parecen indicar que el mecanismo prioritario de

acción de estos compuestos no está relacionado exclusiva y directamente

con los canales de calcio voltaje-dependientes, confirmando los resultados

obtenidos en los experimentos de despolarización con KC1 en órgano

aislado, más bien parece que la disminución de la entrada del calcio sea

el resultado de otro efecto intracelular. Esta hipótesis se acentúa en el

caso del PK 11195, que si bien inhibe la entrada de 45Ca+2
, en órgano

aislado su efecto no se revierte al aumentar la concentración de calcio del

medio.

A continuación, 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

traduciría en una disminución de la concentración de calcio a nivel

intracelular y por tanto en la inhibición de la contracción del músculo 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 acción inhibidora de estos compuestos a nivel del

músculo liso no implicaba a los mecanismos de extrusión 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 estimulación de la célula con noradrenalina exógena. En

determinadas condiciones experimentales este protocolo es una medida de

la movilización 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 liberación de calcio de sus almacenes intracelulares, ya
que ello supondría haber observado en las preparaciones en órgano aislado

una acción contracturante de las benzodiacepinas y del PK 11195 per se,

hecho que no se puso de manifiesto en ningún caso.

De forma global parece, pues, que las benzodiacepinas periféricas
son capaces de afectar la respuesta contráctil inducida por estímulos

relacionados con el calcio en el conducto deferente de rata. Esta inhibición

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

íntimamente relacionados con dicho ión. La potenciación 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 músculo liso.

Uno de estos mecanismos de regulación de la concentración de

calcio a nivel intracelular se centra en el sistema de segundos mensajeros
de los fosfatidilinositoles; debido a ello se estudió la implicación de este

sistema con el mecanismo de acción de las benzodiacepinas y del PK 11195

en el músculo liso. Los resutados obtenidos en esto experimentos mostraron
que dosis elevadas de Ro 5-4864 no afectaban la hidrólisis de los

fosfatidilinositoles, lo cual permitía descartar la influencia de este

compueto en dicho sistema; en el caso del PK 11195 sólo se observó un

pequeño grado de inhibición a dosis elevadas. Esta inespecificidad junto
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a los resultados negativos con el otro compuesto ensayado, permiten
descartar que la acción de las benzodiacepinas, a las dosis ensayadas, se

centre en este sistema de regulación.

Se creyó oportuno seguir este estudio con el efecto de estos

compuestos sobre un sistema que implicara la participación de las

proteínas G. Debido a ello, se llevaron a cabo una serie de experimentos
en los que se determinó la influencia de las benzodiacepinas y del PK

11195 en las contracciones inducidas por activación del sistema colinérgico.
Para ello, se escogió la preparación 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

órgano aislado. Sin embargo, cabe destacar que las CIH( que se obtuvieron

fueron más pequeñas que en los casos anteriores, indicando una mayor

selectividad de acción a nivel de este tipo de respuesta.

Asimismo, se estudió la influencia del calcio extracelular en esta

preparación y, al igual que en conducto deferente aislado de rata, se

produjo una reversión parcial del efecto inhibidor de las benzodiacepinas
pero no del PK 11195.

Está descrita la regulación directa e indirecta de ciertos canales

iónicos por proteínas 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 acción

estaba modulada, en parte, por la concentración de calcio del medio, se

estudió la acción de estos compuestos en la incorporación de tóCa+2
en

conducto deferente de rata inducida por A1F4', descrito como un activador

inespecífico de las proteínas G (Bigay y col., 1985). Los resultados de estos

experimentos fueron negativos, es decir no se observó la inhibición de la

entrada de calcio inducida por A1F4

'

en conducto deferente de rata.
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Sin embargo, ya que la acción de los receptores colinérgicos esta

mediada principalmente a través del sistema de activación-inhibición de

las proteínas G, se realizó un estudio de la actividad de estos compuestos
sobre dichas proteínas, a nivel de órgano aislado.

La inhibición de las contracciones inducidas por carbacol en

duodeno aislado de rata por las benzodiacepinas y el PK 11195, fue

eficazmente antalada cuando se incorporó al medio el A1F4\ Asimismo, el

Ro 5-4864 y el PK 11195 inhibían las contracciones inducidas por esta

sal en duodeno aislado de rata. Esto hecho parece indicar que estos

compuestos actúan a nivel del sistema de regulación de las proteínas G o

de algún mediador directamente modulado por estas proteínas. Parece ser

que la acción contracturante del A1F4
* está relacionada con su capacidad

de estimular la G¿ y la G
p (Zeng y col., 1989) y como se comprobó

experimentalmente no es dosis-dependiente. La inhibición de las proteínas
G

p,
como diana de la acción de estos compuestos, no parece probable ya

que, como hemos indicado anteriormente, estos compuestos mostraron una

actividad prácticamente nula sobre la hidrólisis de los fosfatidilinositoles,
sin modificar la entrada de calcio inducida por A1F4\ Todo ello nos inducía

a creer que el efecto de estos compuestos sobre las contracciones por

carbacol y A1F4
* estaba relacionado o bien con el sistema de las proteínas

G, o con el sistema del AMPc.

Por otra parte, los resultados obtenidos en los experimentos con

toxina pertussis y toxina colera en las preparaciones de duodeno aislado

de rata, ponen de manifiesto que la acción inhibidora del Ro 5-4864 y el

PK 11195 en las contracciones inducidas por carbacol no está mediada por

las proteínas Gj o G„. En el primer caso la presencia de toxina pertussis,
inhibidora del sitema Gi, debería haber anulado el efecto de estos

compuestos en el caso de que la inhibición inducida por ellos en las

contracciones por carbacol en duodeno fuera mediada por la proteína G¡;
por el contrario, el efecto observado es una potenciación de este efecto

inhibidor. En segundo lugar la presencia de toxina colera, cuya acción se



205
centra en la activación de la proteína Gs , no afectaba la acción de estos

compuetos en este tipo de preparación.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos parece probable
que la acción de estos compuestos a nivel de tejidos periféricos, una vez

eliminado su posible interacción con la movilización del calcio y teniendo

en cuenta su capacidad para inhibir las contracciones inducidas por varios

estímulos diferenciados, esté relacionada con la modulación de algún
sistema efector implicado en la contracción del músculo liso.

Uno de los principales sistemas de regulación de la contracción en

el músculo liso está integrado por los nucleótidos cíclicos, como el AMPc

y el GMPc. Existen diferentes mecanismos de regulación para la formación

y degradación de estos compuestos, en los cuales se puede actuar para

modular su acción.

Ya que las dos toxinas ensayadas no anulan el efecto de estos

compuestos, se puede descartar una acción inhibidora de la adenilato

ciclasa.

Por otra parte, el hecho de que estas benzodiacepinas sean capaces

de modular la recaptación de la adenosina, las relaciona con el mecanismo

de acción de fármacos que presentan también esta acción, 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, degradándolos.

Si consideramos que el alimento de AMPc a nivel del músculo liso

induce una relajación de éste, los compuestos capaces de inhibir la

fosfodiesterasa inactivadora del AMPc inducen un incremento de éste y,

por tanto, una relajación de la musculatura lisa. Descartados otros

mecanismos, es posible que las benzodiacepinas y el PK 11195 actúan de

forma análoga al dipiridamol inhibiendo la fosfodiesterasa. El hecho de que

en la determinación preliminar del efecto de las benzodiacepinas y del PK

11195 sobre la actividad fosfodiesterasa, se haya observado que estos
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planteada y permite suponer que la inhibición de la contracción en

conducto deferente y duodeno de rata inducida por estos compuestos sea

debida a un efecto modulador de la actividad fosfodiestresa. Por último

cabe señalar el papel del calcio y calmodulina en la regulación de ciertas

fosfodiesterasas, lo que explicaría los efectos observados relativos a la

modulación y control de los niveles intracelulares de este ión.
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CONCLUSIONES

1. - Las tres benzodiacepinas ensayadas, Ro 5-4864, diazepam y

clonazepam, así como el PK 11195, antagonista de los receptores

benzodiacepínicos periféricos de alta afinidad, inhiben, de manera dosis-

dependiente, las contracciones inducidas por diferentes estímulos a nivel de

la musculatura lisa (conducto deferente y duodeno de rata). El orden de

potencia relativa que han presentado ha sido Ro 5-4864 > PK 11195 >

diazepam > clonazepam.

2. - La participación de los receptores benzodiacepínicos centrales en

este efecto inhibidor ha sido descartado utilizando agonistas específicos del

receptor del GABA y el flumazemil.

3. - Ya que el PK 11195 no ha anulado la acción de las

benzodiacepinas, sino que también ha presentado el mismo patrón de

respuesta y las Clgo obtenidas son del orden micromolar, se deduce que el

mecanismo de acción no está relacionado con el receptor benzodiacepínico
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 concentración de calcio del medio.

5. - En las contracciones inducidas por KC1 en conducto deferente estos

compuestos mostraron una gran selectividad por la respuesta fásica, indicando

que afectaban preferentemente a los canales de calcio voltaje dependientes de

activación-inactivación rápida (tipo T), a diferencia de los antagonistas
clásicos del calcio.

6. - La inhibición de estos compuestos a nivel de la musculatura lisa

se debe parcialmente a que afectan la incorporación celular del calcio ya que,

la entrada de ^Ca*2 es afectada por Ro 5-4864 y PK 11195, aunque muy

poco por diazepam y clonazepam. Los resultados de las experiencias con
45Ca+2
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permiten concluir que la inhibición de la entrada de calcio inducida por

despolarización es el resultado de la alteración de otro sistema efector.

7. - El efecto inhibidor de las benzodiacepinas ensayadas y del PK

11195 no está relacionado con la movilización intracelular del calcio.

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

proteínas.

9.- Ro 5-4864 y diazepam potencian la acción de la adenosina al

inhibir su recaptación.

10. - Las benzodiacepinas ensayadas y el PK 11195 actúan a nivel del

sistema de nucleótidos cíclicos, AMPc y GMPc, a través de la inhibición de

las fosfodiesterasas, probablemente de tipo I, ya que muestran efectos

dependientes de calcio y relacionados con la recaptación de adenosina.
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