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INTRODUCCION

La Farmacologia de la década de los 80 intenta explicar las acciones de
los nuevos farmacos mediante su interaccién con los receptores especificos o bien
mediante la modulacién altamente selectiva de los diferentes sistemas

" enzimadticos y/o neurotransmisores del organismo.

Las benzodiacepinas constituyen un grupo de firmacos ampliamente
utilizados en clinica desde su descubrimiento en los afios 60, y por lo tanto son
muy conocidos por sus propiedades ‘terapeﬁticas y por su mecanismo de accién
molecular a nivel del sistema nervioso central. A prihcipio de los afios 80 se
descubrié unos lugares de unién distintos de los del sistema nervioso central,
mediante la utilizacién de [*H]-diazepam, con lo cual se demostré claramente la
existencia de un receptor benzodiacepinico periférico.

En la década de los 90 el estudio del receptor benzodiacepinico central se
ha complicado mucho m4ds con las técnicas de clonaje molecular. El receptor
benzodicepinico central estd constituido por subunidades. Se han descrito la
existencia de seis subunidades alfa distintas, lo cual implicaria la existencia de

subtipos de receptores a las benzodiacepinas en diferentes areas del cerebro
(Doble y col.,1992). ‘

A nivel del receptor benzodiacepinico periférico se habla de la existencia
de un sélo receptor, pero se postula que el PK 11195 y el Ro 5-4864 ocupan
lugares distintos del mismo receptor. Puede ser que en el futuro con nuevas
técnicas de farmacologia molecular pueda clarificarse este tema.

Existen actualmente varioé ligandds especificos para el receptor
benzodiacepinico periférico, entre los que destacamos el [°H]-Ro 5-4864, el cual
presenta una estructura propiamente benzodiacepinica y el [*'H]-PK 11195 que
presenta una estructura de tipo isoquinoleinico. Mediante la utilizacién de

ambos radioligandos se ha podido comprobar por métodos autorradiograficos la



diferente distribucién que presenta el receptor benzodiacepinico central del
periférico a nivel del sistema nervioso central, en cerebro de rata (Anholt y col.
1984; Benavides y col., 1983).

Mientras que a nivel del sistema nervioso central las benzodiacepinas

tienen una accién hipnética, ansiolitica, anticonvulsivante y relajante muscular

~ por su interaccién con el complejo del GABA-ionéforo del cloro, a nivel periférico

se ha atribuido a este receptor unas acciones relacionadas con el crecimiento y

diferenciacién celular (Anholt y col. 1986). Pero hay que destacar que estas

acciones se realizan a concentraciones de orden micromolar y no ha las

concentraciones de orden nanomolar. Recientemente se ha propuesto la

mediacién de este receptor benzodiacepinico periférico en la esteroidogénesis y

mds concretamente en el transporte de colesterol a través de la membrana
mitocondrial (Krueger y col., 1990; Papadopoulos y col., 1991).

Finalmente ha adquirido en los Gltimos afios un gran interés el papel de
las benzodiacepinas como marcadores del dafio neuronal asi como su papel para
el diagnéstico de gliomas y de enfermedades degenerativas del sistema nervioso

central de ahi la importancia del estudio de este receptor.

Los OBJETIVOS del presente trabajo han consistido en llevar a cabo un
estudio a nivel molecular para la caracterizacién del receptor benzodiacepinico
periférico en tracto genital de rata. Asimismo, se ha realizado un estudio para
demostrar una posible interaccién de este receptor con el receptor de la
testosterona y con el receptor mitocondrial de las dihidropiridinas de alta
capacidad y baja afinidad. También hemos considerado de interés, ver el papel

que puede desempeiiar el ligando endégeno propuesto para este receptor la
protoporfirina IX.

Se planteé la necesidad de realizar estudios con tejido humano y mids
concretamente en préstata humana, debido al posible interés de este receptor
como marcador de neoplésias. Por otra parte en la bibliografia existen muy

pocos estudios del receptor benzodiacepinico periférico realizados con tejidos



humanos, por ello creimos que seria importante realizar un estudio comparativo

entre tejido humano y de rata.

Nuestro grupo de investigacién, ya ha realizado estudios a nivel de
6rgano aislado (Escubedo y col. 1990), demostrdndose una relacién entre el
receptor benzodiazepinico periférico y el sistema de transporte de la adenosina.
- Hasta el momento no est4 descrito en la bibliografia 1a existencia de un sistema
de transporte de la adenosina a nivel mitocondrial, con lo cual seria muy
atractivo intentar demostrar una teoria planteada por nuestro grupo de
investigacién basada, en una actuacién de las benzodiacepinas a nivel periférico

inhibiendo un sistema de transporte mitocondrial de nucleésidos.
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1.-BENZODIACEPINAS

1.1-Interaccion de las benzodiacepinas con el receptor benzodiacepinico
central. ‘

Las benzodiacepinas constituyen un grupo de fdrmacos que ha llegado a
ser el m4s prescrito de todos los psicétropos desde la introduccién del primer
miembro de la serie en la préctica clinica, el clordiazep6xido,a principios de los
afios 60 . Estos compuestos son utilizados como ansioliticos, hipnéticos,
anticonvulsivantes y relajantes musculares.

A pesar de que el precursor quimico se sintetizé en el afio 1933, fue a
partir de 1955 cuando tras unas modificaciones quimicas adecuadas se sintetizé
la primera benzodiazepina el clordiazepéxido. Diversas experiencias en el animal
de laboratorio y, mds tarde en modelos de agresividad animal, demostraron que
estos compuestos presentaban un efecto sedante a dosis inferiores de las que

eran capaces de producir somnolencia y ataxia. El clordiazepéxido se introdujo
en clinica en el afio 1960.

En 1975, los estudios electrofisiolégicos demostraron que las benzodiazepi-
nas producian una modulacién alostérica en el complejo que potencia las
acciones inducidas por el GABA (4cido gamma-aminobutirico), el neurotrasmisor
inhibidor principal del sistema nervioso central de los mamiferos (Haefeley y col,
1975). Existen unos receptores especificos para las benzodiazepinas relacionados
con el receptor gabérgico, formando parte de un complejo macromolecular. Por
tanto, las acciones de las benzodjacepinas estdn intimamente ligadas a la
capacidad de interactuar en un lugar especifico localizado en el complejo
macromolecular del receptor al GABA. La potenciacién por parte de las
benzodiacepinas con respecto a la unién del GABA con su dominio, comporta un
aumento de la apertura de los canales de CI', facilitando el paso de este i6n en

la direccién condicionada por el potencial de membrana en reposo y el gradiente



de CI. Por otro lado, el complejo del GABA presenta dos dominios mé4s, uno
correspondiente a las moléculas del tipo picrotoxina y otra para las moléculas
del tipo barbiturato (fig 1). Los barbituratos pueden también bloquear
directamente los canales de Cl e interferir los movimientos de Ca®; es por ello
que estos fdrmacos presentan una accién depresora mds potente y de ahi
también su menor margen terapéutico.

En 1978 se demostré que el GABA y el muscimol (estructuralmente
relacionado con el GABA y agonista periférico de los receptores GABA,),
incrementaba la fijacién del diazepam tritiado en homogenizados de tejido, libres
de GABA endégeno. Este efecto era estereoespecifico e inhibido por la bicu-
culina, un antagonista del receptor gabérgico. Estos descubrimientos fueron fun-
}damentales para dilucidar el mecanismo de accién central de las ben-
zodiacepinas. El hecho de que afios m4s tarde se comprobara que las benzodia-
zepinas potenciaban la unién del GABA tritiado a sus receptores, sugirié la idea

de la asociacién del receptor benzodiacepinico central y el receptor del GABA.

Inicialmente se pensé que el lugar de unién de las benzodiacepinas era
especifico para las mismas. Sin embargo, existe una serie de compuestos no
benzodiacepl’ﬁicos que‘ son capaces de desplazar potente y completamente las
benzodiacepinas de sus lugares de unién en el sistema nervioso central de los
mamiferos. Los primeros de estos compuestos fueron las triazolopiridacinas, de
entre las cuales destaca CL 218872. Este compuesto era capaz de desplazar al
[*H]-diazepam y al [*H]-flunitrazepam de sus lugares de unién en cerebro de
rata, con un coeficiente de Hill distinto al de la unidad.

Los trabajos realizados utilizando 1,4-benzodiacepinas sugieren que el
receptor benzodiacepinico es hetereogéneo, existiendo dos subpoblaciones de
receptores denominados BZ, y BZ,. Las benzodiacepinas no son capaces de
distinguir entre estos dos subtipos de receptores, mientras que las B carbolinas
presentan aproximadamente una afinidad 10 veces mayor por el subtipo BZ,.
En la siguienta pdgina se representa las estructuras quimicas de diversas

benzodiacepinas y otras sustancias relacionadas con los receptores benzodiacepi-
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Fig 1.-Complejo molecular GABA/BENZODIACEPINAS/IONOFORO CI.
En la figura se representa los diferentes lugares de unién dentro del
complejo y se remarca algunos ejemplos de los ligandos que interactian
con ellos. (Flérez, 1989)

1.2.-Nueva nomenclatura de los receptores benzodiacepinicos: Los
receptores omega. |

Hasta hace pocos afios, la nomenclatura de los receptores
benzodiacepinicos estaba basada en su histérica asociacién con la estructura

benzodiacepinica. Sin embargo, recientemente, se han sintetizado nuevas
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moléculas con una estructura completamente diferente a la molécula ben-
zodiacepinica y que presentan una gran afinidad por el receptor benzodiacepini-
co. Se ha propuesto una clasificacién del receptor benzodiacepinico (Langer y
Arbilla 1988) en la cual se pone de manifiesto la existencia de tres receptores
a las benzodiacepinas y se clasifican con la letra griega omega. Dicha clasifica-
cién estd basada en la diferente afinidad de ligandos especificos, asi como por
una distribucién diferente dentro del sistema nervioso central. Se establecen

tres subtipos de receptores: omega-1, omega-2 y omega-3.

El receptor benzodiacepinico central, el BZ, se designa como omega-1y
corresponde al receptor central identificado con agonistas selectivos tales como
el zolpidem, el CGS 9896 y el CL 218872. Como puede observarse, incluye
compuestos de tres series quimicas diferentes. Ademds, dicho receptor omega-1
presenta afinidad por los agonistas inversos como las B-carbolinas. Entre los an-
tagonistas que bloquean el receptor omega-1 se encuentra CGS 8216, mientras

que el flumazemil (Ro 15-1788) es un fadrmaco no selectivo por dichos receptores.

El receptor benzodiacepinico central BZ, se designa como omega-2 y se
diferenciaria dgl anterior por su diferente distribucién a nivel central. Por otro
lado, no se dispone hasta el momento de ligandos selectivos para este subtipo
de receptor. Tanto el diazepam como el flunitrazepam poseen propiedades
agonistas a este nivel aunque también se unen a los receptores omega-1. El flu-

mazemil bloquea no selectivamente los dos subtipos de receptores omega-1y
omega-2.

El tercer subtipo de receptor corresponde al receptor benzodiacepinico
periférico el cual también se encuentra a nivel del sistema nervioso central y se
le ha denominado omega-3. Este receptor, inicialmente localizado en tejidos peri-
féricos como el rifién, plaquetas, giénduia pineal ect., también se encuentra
localizado en estructuras centrales a nivel de la glia. Como agonista de este
receptor periférico se encuentra el Ro 5-4864 que presenta una estructura re-
lacionada con la molécula benzodiacepfnica y dnicamente se diferencia del

diazepam por presentar un atomo de cloro en la posicién 4". Como antagonista
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de este receptor se encuentran el PK 11195 que presenta una estructura de tipo
isoquinoleinico y el PK 14105.

Tabla 1.-Clasificacién de los receptores benzodiazepinicos propuesta
por Langer y Arbilla.

NUEVA CLASIFICACION DE LOS RECEPTORS BENZODIACEPINICOS

Nombre Propuesto Agonistas o Antagonistas
antiguo agonistas inversos
BZ, Central o, Zolpidem CGS 8216
Cl1 218872
B-CCE
BZ, Central W, o) o)
- BZ Periférico Wy Ro 5-4864 PK 11195
' AHN 086 PK 14105

* No existen ligandos selectivos hasta el momento para el receptor omega 2.

1.3-Receptores omega-1.

Tal como hemos dicho, su ligando especifico es el zolpidem el cual
muestra una elevada afinidad por un dominio especifico del receptor del GABA
el a,. Este compuesto es un nuevo hipnético que posee una estructura quimica
imidazopiridinica muy diferente a la de la molécula benzodiacepinica. El zol-
pidem es capaz de inducir un efecto sedante y anticonvulsionante en el animales
de experimentacién. Este formaco posee también efectos miorrelajantes al igual

que las benzodiacepinas cldsicas. Estd demostrado, que los efectos anticonvul-
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sivantes y miorelajantes de las benzodiacepinas no pueden ser disociados y
aparecen a unas dosis mds debiles que los efectos sedantes. Las dosis de
zolpidem que provocan un efecto sedante son del orden de 10 a 20 veces més

bajas que las que producen los efectos anticonvulsivantes o miorelajantes.

El orden de aparicién de los efectos neurofarmacolégicos del zolpidem y
de las benzodiacepinas en roedores es el siguiente:

ZOLPIDEM
Sedacién >> Actividad anticonvulsivante > Actividad anticonflictiva >>
Miorelajacién.

BENZODIAZEPINAS

Actividad anticonvulsivante > actividad anticonflictiva > miorelajacién >

sedacién.

Tabla 2.-Diferencias neurofarmacoldgicas entre el zolpidem y las

benzodiazepinas.

Actividad - Zolpidem Benzodiacepinas

Actividad Muy inferior a la Similar a la ac-

miorrelajante actividad sedante . tividad sedante

Atdxia ~ Inferior a la acti- Similar a la ac-
vidad sedante tividad sedante

Actividad _ Inferior a la acti- Superior a la ac-

anticonvul- vidad sedante tividad sedante

sivante

Actividad Atipica Superior a la ac-

ansiolitica vidad sedante
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1.4-Localizacion cerebral de los receptores omega-1 y omega-2.

Como se ha mencionando el zolpidem difiere netamente de 1as benzodiace-
pinas, por su perfil farmacolégico hipnético selectivo y por su selectividad sobre
los receptores omega-1. Mediante estudios autorradiogrdficos realizados "in
vitro" se ha puesto de manifiesto la distribucién selectiva de los receptores
omega-1 y omega-2 en el cerebro, puesto que, la distribucién de un ligando

radiactivo da una idea de la densidad de receptores en un tejido determinado.

Estudios de fotoafinidad han mostrado que los sitios omega-1 y omega-2
corresponden a entidades de peso molecular distinto.

Si se provocan lesiones selectivas en el cerebro de rata, permiten poner
de manifiesto que a nivel del locus niger, los sitios omega-1 tienen una

localizacién postsindptica en tanto que los omega-2 estdn localizados en los
axones nigro-estriados. '

Asi, los receptores omega-1 presentan una distribucién a nivel de la
corteza sensorial, motora y sensitiva y en el sistema extrapiramidal concreta-
mente en el globus pallidus, tdlamo ventral, nicleo subtaldmico, locus niger,y
cerebelo. Por otro lado, los sitios omega-2 est4n sobre todo localizados a nivel de
las regiones limbicas: corteza limbica, hipocampo (en particular el giro dentado),

amigdala y el nucleo acumbens.

A nivel taldmico, los sitios omega-1 son abundantes en los niicleos
sensimotores y los sitios omega-2 en el nicleo taldmico. La médula espinal
contiene exclusivamente sitios omega-2. Otras regiones cerebrales (por ejemplo
el putamen) contienen a la vez sitios omega-1 y omega-2

1.5.-Mecanismo funcional de los receptores omega-1 y omega-2.
Lalocalizacién diferencial, a nivel cerebral, de los sitios omega-1 y omega-

2 permite formular hipé6tesis en cuanto al posible papel que pueden desempefiar

estos subtipos de receptores . El hecho de que los receptores omega-1 estén
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localizados preferentemente en los zonas corticales sensomotrices y los lugares
sensomotores taldmicos sugiere que este subtipo de receptor podria estar
implicado en los efectos hipnéticos. Por el contrario, la localizacién en regiones
Iimbicas de los receptores omega-2, asi como en la amigdala y el hipocampo,
podria sugerir que los efectos ansioliticos y anticonvulsivantes resultarian de la
interaccién de los f4rmacos con estos receptores. La presencia exclusiva de los
receptores omega-2 en la médula espinal indicarfa que estos sitios estdn proba-
blemente implicados en los efectos miorrelajantes. La existencia de un fdrmaco
como el zolpidem, que reconoce selectivamente los receptores omega-1, permite
explicar su perfil hipnético selectivo asf como, su débil incidencia en los efectos

miorelajantes, ansioliticos y anticonvulsivantes.

Por otro lado, los estudios preclinicos y clinicos han demostrado que la
administracién crénica de benzodiacepinas provoca una tolerancia a los efectos
hipnéticos y sedantes de estas moléculas. Este fenémeno no se observa en el
caso del zolpidem que conserva la potencia del efecto sedante después de un
tratamiento repetitivo en ratones. '

1.6.-Receptores del GABA

El 4cido gamma aminobutirico (GABA), es cuantitativamente uno de los
transmisores inhibitorios mds importantes en el sistema nervioso central. Se ha
estimado que alrededor del 30% de todas las sinapsis a nivel central utilizan

este dcido como neurotransmisor.

Los receptores del GABA se han subdividido en dos subpoblaciones
teniendo en cuenta su especificidad farmacolégica. Los receptores GABA,
interaccionan con el GABA, muscimol y la isoguavicina como agonistas. La
bicuculina (competitivamente) y la picrotoxina (no competitivamente) actian
como antagonistas. Por el contrario, el receptor GABA; es estimulado selectiva-

mente por el bacofleno e inhibido por el phacofleno. El receptor GABA, se
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encuentra localizado a nivel del sistema nervioso central y neuronas simpéticas
periféricas, mientras que el receptor GABA; se localiza a nivel presindptico.

Otra diferencia a entre estos dos subtipos de receptores GABA es que los
receptores GABA, estdn ligados a los canales de cloro, mientras que el receptor
GABAB estd relacionado con los canales de calcio o potasio a través de un
sistema de segundos mensajeros.

1.7.-GABA y Benzodiacepinas

La estructura de este receptor es de particular interés debido a que
contiene lugares especificos de interés farmacolégico en los cuales pueden actuar
farmacos que modulan alostéricamente la uni6n del GABA y el canal del cloro.
Entre ellos destacamos los ansioliticos (benzodiazepinas), ansiogénicos (f3-
carbolinas), anticonvulsivamtes (barbituratos) y sustancias convulsivantes
(picrotoxina). El receptor GABA, ha sido purificado (Mamalaki, 1987) a partir
de homogenizados de cértex de bovino. En un pricipio el receptor del GABA, ,
por estudios de electroforesis, se propuso que estaba constituido por dos
subunidades o, (con un peso molecular de 53000) y 8, (57000). Parecia pues que
el receptor GABA, era un tetrdmero, donde la subunidad o puede marcarse
intensamente mediante una reaccién de fotoafinidad con el ligando fotosensible
benzodiacepinico [*H}-flunitrazepam, lo que indica que el punto de unién con las
benzodiacepinas reside en la subunidad o y el lugar de unién de los ligandos
del GABA estd localizado en la subunidad 8 ya que el PH}-muscimol se une
especificamente a esta subunidad.

Estudios usando técnicas de clonaje molecular ha sido posible demostrar
la heterogeneidad del receptor GABA,, existiendo al menos seis subunidades o
(Doble y col. 1991).

Hasta el momento, se dispone de un ligando selectivo para la subunidad

a, , como es el zolpidem. Para la subunidad o, se dispone de un agonista que es
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el sarmazanil. Se ha formulado la hipétesis que esta subunidad estd implicada
en los efectos del etanol.

2.-E1 RECEPTOR BENZODIACEPINICO PERIFERICO.

2.1.-Localizacién del receptor benzodiacepinico periférico en el Sistema
Nervioso Central en roedores.

Los estudios autorrddiogrdficos (Gehlert y col. 1985) revelan una
localizacién diferente para el receptor benzodiacepinico periférico respecto al
central a nivel del SNC.

Los estudios iniciales en rata (Richards y col. 1982; Benavides y col.
1983), en raton (Anholt y col. 1984), y en cobaya (Weisman y col. 1985)
demuestran una alta densidad de lugares de unién para el Ro 5-4864 y el PK
11195 en fibra nerviosa, en la capa glomerulosa del bulbo olfatorio, neuronas
aferentes olfatorias, plexos coroideos y revestimiento ependimal de los ventri-
culos. También presentan una localizacién a nivel de las células de la glia. En
estudios autorradiograficos en cerebro de gato (Benavides y col. 1984) utilizando
el *H]-PK 11195 se demostré la presencia de receptores benzodiacepinicos peri-
féricos en neuronas, tnicamente a nivel de substancia gris ya que estdn
ausentes a nivel de la substancia blanca. Asimismo se ha demostrado la exis-
tencia de elevadas densidades del receptor benzodiacepinico periférico a nivel
del sistema auditivo y visual, en el nicleo que regula la presién sanguinea y en
los sistemas motores vestibulo cerebelosos y extrapiramidales, en zonas del
hipocampo y del estriado (Shoemaker y col. 1983; Richards y col. 1983). También
se localizan en el nervio 6ptico y en la medula espinal.

Hay una idea generalizada sobre la participacién de los receptores

benzodiacepinicos periféricos en las acciones ansiogénicas y convulsionantes
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producidas por el Ro 5-4864. Estos efectos del Ro 5-4864 son dificiles de
interpretar y no se sabe si pueden ser mediados también, por un metabolito.

2.2-Localizacién y regulacion del receptor benzodiacepinico periférico
en oiros organos de rata. :

La identificacién del receptor benzodiacepinico periférico fuera del sistema
nervioso central se ha realizado principalmente utilizando [*H]-Ro 5-4864 y
[®*H}-PK 11195 mediante la realizacién de estudios autorradiogrificos y de
homogenizados de tejidos. Estudios autorradiogrificos realizados en animal
entero (Anholt y col. 1985) muestran una elevada densidad de estos receptores
en el cértex adrenal, en la piel, corazén, gldndulas salivares y en regiones del
rifién, principalmente en el asa ascendente de Henle y en el tubulo convulvulado
distal, el epitelio pulmonar y el lingual, en el revestimiento dde arterias pul-
monares y en el timo. También en estudios autorradiogrédficos realizados
organos endocrinos (De Souza y col. 1985) se ha encontrado una gran densidad
de receptores a nivel de la pituitaria, principalmente en el 16bulo posterior
mientras que el 16bulo intermedio y anterior presentan una menor densidad. En
la gldndula adrenal se encuentran preferentemente localizados en el cértex
adrenal donde la mayor densidad de receptores estd en en la zona glomerular
externa . Se detectan receptores pero en menor densidad en la zona fasciculada
y en la zona reticulada. En el sistema inmune de rata se han localizado

receptores utilizando [*H)-PK 14105 en diferentes regiones del timo y del bazo
(Benavides y col. 1989).

A nivel de los testiculos, se encuentra una distribucién para el [*H]-Ro 5-
4864 a nivel del tejido intersticial donde se encuentran las células de Leydig,
que son las responsables de la produccién de testosterona. Densidades m4s bajas
se encuentran a nivel del epitelio de los tubos seminiferos en las células de
Sertoli y el esperma.
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Tabla 3.-Niveles relativos de receptores benzodiacepinicos periféricos
en diferentes tejidos de rata.

Tejido Densidad relativa de lugares e unién del Ro 5-4864
(%) relativo la glindula adranal; media * ESM.

Tejidos periféricos:

Gldndula adrenal 100
Epitelio nasal 83
Gldndula salivar 73
Rifién 40
Corazén 40
Testiculos ‘ 33
Bazo 29
Lengua 17
Pulmén 12
Pituitaria 7
Pancreas

Intestino delgado

Miisculo esquelético ‘ 0.8
Cerebro:

Bulbo olfatorio 21
Tédlamo / Hipotdlamo 6
Hipocampo 4
Cerebelo 4
Cértex 3
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Parece pues, que hay una relacién entre densidades altas de receptores
benzodiacepfnicos periféricos y tejidos con funciones exocrinas. Pero hay tejidos
como el corazén que contiene densidades elevadas de receptores con lo cual,
parece ser que la relacién alta / baja densidad de receptores puede estar rela-
cionada con la fuente de energia metabélica (Anholt y col. 1985). Tejidos con
niveles bajos de receptores como el cerebro, misculo esquelético y musculo liso
dependen del consumo de glucosa. En cambio, tejidos con niveles elevados de
receptores benzodiacepinicos periféricos como el cértex adrenal, la piel y el
musculo cardiaco obtienen la mayor parte de su energia metabélica de la fos-
forilacién oxidativa. Una relacién entre metabolismo aerébico y el receptor
benzodiacepinico periférico podria explicar las densidades elevadas dertectadas
en el misculo cardiaco. Tampoco puede descartarse una relacién entre la

secrecién de hormonas de tejidos endocrinos y el receptor benzodiacepinico
periférico. '

2.8.-Distribucién subcelular

"~ Existe una controversia ex}’cuanto alalocalizacién subcelular del receptor
benzodiacepinico periferico, ya sea en la membrana externa o interna mitocon-
drial. Por un lado estén los estudios realizados en pulmén de cobaya (Mukherjee
y col. 1989) donde se demuestra, tras el estudio de diferentes fracciones ob-
tenidas por centrifugacién, que el receptor estd estrechamente relacionado con
la adenilato kinasa que se encuentra en la superficie externa de la membrana
interna mitocondrial.

Otros estudios realizados (Anholt y col. 1986), muestran una relacién
entre el receptor periférico y la monoamino oxidasa, indicando que este receptor
estd localizado a nivel de la mitocondria, ya que se solapan los lugares de unién
del [*H)-Ro 5-4864 con la monoaminooxidasa . La separacién de la membrana
externa e interna con un ligero tratamiento con digitonina hace que descienda
la unién del [*H]-PK 11195 a su receptor y se libere junto a la monoamino
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oxidasa (Figura 2).

Estos resultados demuestran que el receptor periférico estd localizado en
la membrana externa mitocondrial ya que 1a monocaminoxidasa es un excelente
marcador de dicha membrana, por el contrario, no existe ninguna relacién entre
el receptor periférico y la citocromo oxidasa que es un marcador especifico de la
membrana interna mitocondrial.

2.3.1.-Evolucién del receptor benzodiacepinico periférico

Se han comprobado cambios ontogénicos en el receptor benzodiacepinico
periférico en tejidos de rata. Asi, el corazén y el pulmén de ratas adultas ex-
perimentan un incremento en el niimero de receptores comparado con ratas
recien nacidas. Por otro lado, la poblacién de receptores en el cerebro no se
modifica. Esta variacién podria explicarse por diferencias entre las fuentes de
energia metabdlica, fosforilacién oxidativa por parte del corazén y pulmén y
glicogenolisis por parte del cerebro (Fares y col. 1987).

- Respecto a la filogenia, el receptor benzodiacepinico periférico es de
aparicién mds tardia que el receptor centi-al, ya que se ha detectado en el
cerebro de mamiferos mientras que 1a densidad de receptores en otras especies
es inferior (Bolger y col. 1985).



21

120 -

100

¥

80

40

¥

20

¥

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
| mg de digifonina/mg de proteina |

—— Series 1~ Series 2 ¥ Series 3

Figura 2.- Como se observa en la grifica tanto el PH]-PK 11195 como la
monoaminooxidasa siguen la misma liberacion en el pellet mitocondrial
tratado con digitonina (Anholt R.R.H y col. 1985). ‘

Serie 1 monoaminooxidasa
Serie 2 citocromooxidasa
Serie 3 [°H]-PK 11195
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Figui’a 3.- Tiempo de aparicion del receptor benzodiazepinico periférico
y central en el desarrollo del cerebro (Anholt,RRH y col, 1984). Las
lineas punteadas representanla evolucién del receptor benzodiacepini-

co central. La linea continua representa la evolucién del receptor
benzodiacepinico periférico.

2.4.-Ligando enddgeno del receptor benzodiazepinico periférico.

Laidentificacién del ligando endégeno para el receptor periférico ayudaria
a comprender su funcién dentro del organismo. Hasta el momento se han
propuesto dos series de compuestos que podrian actuar como ligandos
endégenos; uno lo constituiria un péptido denominado "inhibidor del binding del
diazepam" (DBI), que presenta efectos similares para el receptor ben-

zodiacepinico central y periférico. En segundo lugar, se han propuesto los
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compuestos tipo porfirina como dichos ligandos endégenos.

2.4.1.-El DBI como ligando endégeno.

Entre los ligandos endégenos de las benzodiacepinas destacamos un
peptido de 10 KD que presenta unas caracteristicas que indican que puede ser
un precursor de una familia de moduladores alostéricos del receptor del GABA,,
actuando a nivel del receptor benzodiacepinico. Se ha identificado el DBl en 1a
especie humana y contiene 105 amino4cidos, el de rata contiene 86 igual que el
DBI identificado en vaca. A partir del DBI y por digestién enzimitica con
tripsina se genera un octadecaneuropéptido, lamado ODN, el cual contiene 18
amino4cidos, los de la fraccién 33-50 de 1a secuencia del DBI. También se ha
aislado otra fraccién denominada triakontatetraneuropéptido, el cual, posee 34
amino4cidos correspondientes a las posiciones 17-50 del DBI y el icosapen-
taneuropéptido fragmento 26-50 del DBI. El TTN incluye la secuencia de
aminodcidos del ODN mds una cadena de 16 aminodcidos.

A nivel neuronal el DBI se encuentra compartimentado en las vesiculas
sindpticas, siendo procesado a ODN y otros pébtidos localizados en dichas
vesfculas. Luego son liberados al espacio extracelular por exocitosis siguiendo
una despolarizacién neuronal. A nivel de la glia, el DBI no es procesado a ODN,
tampoco es secretado extracelularmente, pero puede actuar sobre el receptor
mitocondrial de las benzodiacepinas que estd implicado segiin algunos autores

en la regulacién del transporte aniénico a través de la membrana.

Para establecer las propiedades estructurales y fisico-quimicas del DBI
referentes a su capacidad de desplazamiento del [°H]-PK 11195 de sus lugares
de unién y como estas propiedades difieren de las requeridas para los lugares
de unién del complejo GABA,, Barbaccia comprobé la capacidad de desplazami-
ento de varios peptidos del DBI sobre el PK 11195 de fracciones mitocondriales
de astrocitos y del flumazemil de receptores del GABA en cultivos de neuronas
corticales de ratas. El ODN (DBI 33-50) desplaza al [*H]-flumazemil del receptor
al GABA, con una aﬁnidad de 5 nM, pero no desplaza al [*H]-PK 11195 de las
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mitocondrias de astrocitos. Por otro lado el TTN (DBI 17-50) desplaza al PK
11195 de sus lugares de uni6én con una K;= 10 micromolar pero no al flumazemil
del receptor del GABA,. TTN desplaza también al [’H]}-Ro 5-4864 (Slobodyansky
y col. 1991) de sus lugares de unién en membranas de bulbo olfatorio a con-
centraciones micromolares, mientras que el binding del [*H]-flumazemil no se
ve afectado.

2.4.2.-Funciones y localizacién del DBI y sus derivados.

Para conocer el papel que puede desempeiiar el DBI se han realizado
estudios en pacientes con desérdenes neuropsiquidtricos (Barbaccia y col. 1986),
midiendo los niveles de DBI en el fluido cerebro espinal y su posterior
comparacién con individuos normales. Los resultados demuestran que hay un

incremento del DBI en pacientes que sufrian depresién respecto a los individuos
normales.

En 1987 Masakazu demostré que el tratamiento cronico con diazepam, en
rata, aumenta los niveles de DBI, los del ARNm que codifica al DBI y los
anticuerpos marcados con * contra el ODN a nivel del cerebelo y del cortex,
pero no se detectaron cambios a nivel del hipocampo y del estriado. Asimismo,
el nivel de ODN se increment6 en un orden de cinco veces superior al del DBI.

Parece, pues que el DBI podria participar en el control de funciones cerebrales.

Se ha propuesto, que el DBI actia en la liberacién de insulina (Chen y
col. 1988), ya que al afiadir este péptido en preparaciones aisladas de p4dncreas
se provoca una inhibicién en la liberacién de insulina. Mediante técnicas de
radioinmunoensayo utilizando *DBI (Johansson y col. 1990) se ha puesto de
manifiesto una asociacién entre el glucagén y el DBI, ya que micrografias de
inmunofluorescencia, en péncreas dé rata, muestran que el DBI se solapa con
el glucagén y no con la somatostina, sugiriendo una posible funcién de este

péptido en la produccién o modulacién de hormonas a nivel de los islotes de
Langerhans.
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Se ha demostrado (Papadopoulos y col. 1991) que tanto el DBI como el
TTN activan la sintesis de esteroides mediante una interaccién con el receptor
benzodiacepinico periférico obteniéndose como resultado un incremento del

transporte del colesterol hacia el espacio intramitocondrial y posterior formacién

de pregnolenona.

Alteraciones de los péptidos end6genos podrian estar implicadas en la
patogenia de las encefalopatias hepaticas. En 1991 Butterwort demuestra in-
cremento en el numero de receptores benzodiacepinicos periféricos en el cerebro

de pacientes con enfermedades hepdticas crénicas y que fallecieron a causa de
un coma hepético.

Los estudios realizados con técnicas inmunohistoquimicas (Tonon y col.
1990) demuestran que el ODN presenta una localizacién en el cerebro de rata
a nivel no neuronal y, por otro lado, concuerda con el echo de que el ODN
desplaza al [*H]-diazepam de sus lugares de unién de manera mds potente a
nivel de la glia que a nivel neuronal (Bender y col. 1986). A nivel de localizacién,
el ODN se encuentra distribuido a nivel de la glia, por lo cual parece que haya
una posible relacién con el receptor benzodiacepinico periférico. Se ha localizado
el ARNm que codifica al DBI en los testiculos de rata concretamente a nivel de

las células de Leydig (Rhéaume y col. 1990), también se ha localizado ha este
mismo nivel el ODN.

2.4.3.-Analogia entre el DBI y la proteina de unién del acil-CoA (ACBP).

El inicio de la sintesis de 4cidos grasos de cadena media en la glandula
mamaria de cabra (Knudsen y col. 1990) por una 4cido graso sintetasa estd
mediado por una aciltransferasa, resultando como productos acil-CoA ésteres.
Estos acil-CoA ésteres son transportados y almacenados intracelularmente a
través de una proteina a la que se unen los dcidos grasos (FABP). Una parte de
esta FABP contiene un péptido de 10 KD el cual induce la sintesis de 4cidos
grasos de cadena media. Este péptido se denomin6 ACBP. Se ha descubierto que

el ACBP tiene una secuencia que coincide con la del inhibidor del binding del
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diazepam (DBI) sugiriéndose que el DBI puede ser un péptido estructural con
acciones hormonales.

2.4.4.-Ligandos endégenos poco especificos.

Se han descrito que diversos extractos de plasma y orina de humanos
que pueden inhibir competitivamente y selectivamente la unién del Ro 5-4864
del receptor benzodiazepinico periférico (Beaumont y col. 1983). Otros
investigadores han descrito inhibidores de la unién del [°H]-Ro 5-4864 en ex-
tractos metanélicos acidificados del antro de estémago. Examinados diferentes
tejidos y sus extractos, parece ser que existe una relacién inversa entre la
concentracién de estos inhibidores y l1a densidad de los lugares de unién para
las benzodiacepinas a nivel periférico, sugiriendo que la densidad de estos

receptores puede estar regulada por el inhibidor presente en el tejido.

Un isoenzima de la fosfolipasa A, ha sido descrito como un modulador
endégeno de la unién de los radioligandos al receptor benzodiacepinico
periférico, actuando también en el lugar de unién de las dihidropiridinas. Este
enzima seh’a capaz de interactuar directamente con algin componente del
receptor benzodiacepinico periférico, o bien generaria dcidos grasos libres que
competirian por el receptor (Verma y col. 1990). Otros estudios demuestran que
algunos fosfolipidos y 4cidos grasos insaturados pueden inhibir la unién del [*H}-

Ro 5-4864 al receptor benzodiacepinico periférico a concentraciones micromola-
res.

2.4.5.-Protoporfirinas como ligandos endégenos

El descubrimiento de que los lisados de eritrocitos (Snyder y col 1987)
desplazan al Ro 5-4864 y al PK 11195 de sus lugares de unién, en mitocondrias
de rifién, propici6 el estudio y purificacién de extractos metanglicos de diversos

tejidos y el aislamiento de las porfirinas.
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La identificacién de las porfirinas como ligandos endégenos y la
asociacién del receptor benzodiacepinico periférico con la membrana externa
mitocondrial sugiere una posible relacién funcional. La etapa inicial y final en
la biosintesis de porfirinas tiene lugar dentro de la mitocondria, luego los
precursores de protoporfirina IX y del grupo hemo deben atravesar la membrana
mitocondrial. Aunque no han sido identificados transportadores especificos para
las porfirinas, estos compuéstos atravesarian la membrana externa mitocondrial

utilizando la via del canal aniénico voltaje dependiente.

Protefnas citosélicas que utilizan porfirinas como grupo prostético, como
pueden ser la hemoglobina, nﬁoglobina, catalasa y varias peroxidasas, son
formadas gracias al transporte de la porfirina fuera de la mitocondria. Los
citocromos contienen un grupo hemo y se encuentran localizados en ambas
membranas mitocondriales. Estos hechos podrian explicar las altas densidades
de receptores que existen en el cortex adrenal y en las células productoras de
esteroides de los testiculos y en los ovarios, ya que, los citocromos intervienen
en la biosintesis de esteroides adrenales y gonadales.

COMPUESTO K
Protoporfirina IX 145 = 10.7
Mesoporfirina IX | 23.1 + 8.2
Deuteroporfirina IX 3132
Hemo 40.6 = 13.7
Hematoporfirina IX 500 =151
Coproporfirina II1 1511 = 636
Biliverdina 4111 = 1343

Snyder y col.,1987.

La estructura de las porfirinas y metaloporfirinas es fundamental para
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inhibir la unién de 1as benzodiacepinas a nivel periférico. Asf, las porfirinas con
dcidos dicarboxilicos presentan una afinidad nanomolar para el receptor
periférico. Los dcidos tetracarboxilicos presentan una afinidad muy débil
mientras que los 4dcidos octacarboxilicos son inactivos. Los precursores de la

biosintesis de porfirinas y productos de degradacién son también inactivos.

2.5.-Relacién estructura - actividad de las benzodiacepinas réspecto al
receptor benzodiacepinico periférico.

El receptor benzodiacepinico periférico y central pueden diferenciarse por
1a diferente selectividad de ligandos selectivos. Por un lado se encuentra el Ro
5-4864 que se une preferentemente al receptor benzodiacepinico periférico, y por
otro lado tenemos al clonazcepam que es un agonista central y que se une a los
dos subtipos de receptores centrales.

Por lo que respecta a la estructura quimica, un grupo metilo situado en
el nitrégeno en posicién 1 es bdsico para la unién del formaco al receptor
benzodiacepinico periférico. Por ejemplo, el Ro 5-2180 es muy'parecido al
diazepam pero carece del grupo 1-metilo, esta variacién hace que la afinidad

para el receptor periférico disminuya siendo 10 micromolar mientras que el
diazepam es de 79 nM.

| La necesidad de la presencia de un grupo metilo en el nitrégeno en
posicién 1 se cree que es debida a la capacidad de ceder electrones del anillo A
de la molécula benzodiacepinica, aumentando asi 1a nucleofilia del anillo B
adyacente, de manera que facilita la interaccién con grupos electréfilos. El
dtomo de hal6geno situado en la posicién 4', aumenta la afinidad por los lugares
de unién periféricos. Dentro de los compuestos que presentan halégenos en
posicién 4’ los que tienen como sustituyente el cloro muestran una afinidad 10
veces mayor que los que tienen el flior. Otra posicién que determina la afinidad

del farmaco es la posicién 7 en la cual los mejores sustituyentes son los



29

halégenos mucho mds que el grupo nitro.

2.6.-Variacién interespecifica del receptor benzodiacepinico periférico.

Mientras que en rata, el [°H)-Ro 5-4864 y el [°"H]-PK 11195 presentan una
afinidad similar, se ha visto que en otros animales la afinidad por el Ro 5-4864
es mucho menor.

El Ro 5-4864 muestra una gran afinidad para el receptor periférico en
tejidos de roedores (rata, ratones y cobayas) mostrando baja afinidad en otros
organismos. En estudios realizados en cortex de cerebro de diferentes especies,
ée ha observado una variacién en la afinidad de estos fdrmacos. Asi la potencia
del Ro 5-4864 en desplazar al [PH]-PK 11195 de sus lugares de unién fue la
siguiente: rata = cobaya > gato = perro > conejo (Awad y col.1987).

También se ha comprobado una variacién referente al numero de recep-
tores que se hace mds patente en gato y en ternera, ya que, se encuentran mds

lugares de unién para el [PH]-PK 11195 que para el [*HJ-Ro 5-4864 en la
proporcién 10 a 1.

E1 PK 11195 en cerebro de trucha presenta una elevada afinidad para el
receptor benzodiacepinico periférico mientras que el Ro 5-4864 presenta una
afinidad del orden micromolar. Asf mismo, la protoporfirina IX presnta una afi-

nidad mayor que el Ro 5-4864 en los estudios de competicién (Eshleman y col.
'1989).

En estudios autorradiograficos utilizando.[*HJ-Ro 5-4864 (Cymerman 3
col. 1986) se ha detectado una selectividad y distribucién distinta del recepto
periférico en el cerebro.
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Tabla 4.-Afinidad que presentan los distintos radioligandos para el

receptor benzodiacepinico periférico en diferentes 6rganos y tejidos.

Tejido [*H]-Radioligando ~ Afinidad Kp (nM)
Rata

Cerebro Ro 5-4864 1.0
Cerebro PK 11195 0.8
Glandula pineal Ro 5-4864 2.4
Corazoén Flunitrazepam 11.1
Corazén PK 11195 3.7
Coraz6n Diazepam 33.3
Rifién Ro 5-4864 0.6
Rifi6n Flunitrazepam 7.1
Rifién Diazepam 9.3
Rifi6n PK 11195 2.4
Higado Ro 5-4864 20
Testiculos PK 11195 2.0
Plaquetas PK 11195 1.7
Humanos

Plaquetas Ro 5-4864 10.8
Plaquetas Diazepam 10.5
Plaquetas PK 11195 6.4
Granulocitos Diazepam 3.0
Placenta PK 11195 2.1
Iris PK 11185 14

* Referencia Saano y col. 1989.
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Posicién del radical Afinidad
BZD 1 7 4 2 & 3 SNC Periférico

Ro5-4864 CH, CI C1l H H H 5 M 6 nM

Clonazepam H NO,H CI H H 3nM  >10pM
Ro 5-2180 H CCH H H H 2nM > 10 pM
Ro5-3463 CH, H H H H H 600 nM 704 nM
Ro55151 CH, H Cl H H H >10 tM 54 nM
Diazepam CH; H H H H H 6 nM 79 nM

Tabla 5.- Diferencias de afinidad para sus lugares de union en el
Sistema Nervioso Central y tejidos periféricos entre diferentesdiferen-
tes benzodiacepinas debido al cambio de radicales.

Se ha propuesto que estas posibles variaciones en las diferentes especies
podrian deberse a dos causas: '

- Variaciones en la estructura del receptor benzodiacepinico periférico
debido a cambios mutacionales.

- Variaciones a nivel del entorno fosfolipidico.

Al solubilizarse el receptor benzodiacepinico periférico, las diferencias de
afinidad entre los dos ligandos se mantenian, con lo cual se llega a la conclusién
de que la variacién en la afinidad de los diferentes ligandos se debe a la
diferente estructura molecular de la protefna en las diversas especies y no a una
posible diferencia a nivel del entorno de 1a membrana.
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2.7.-Localizacién del receptor benzodiacepinico periférico en la especie
humana. Implicaciones patolégicas.

Mediante estudios autorradiogréficos (Pazos y col. 1986) utilizando [*H]-
Ro 5-4864 en cerebro humano se ha visto que areas como el plexo coroides,

bulbo olfatorio, cértex cerebral y niicleo caudado presentan un nidmero de
lugares de unién inferior al cerebro de rata.

La localizacién del receptor benzodiacepinico periférico a nivel de la glia,
ha sugerido la posibilidad de su utilizacién como indicadores del dafio neuronal.
Asi, en la enfermedad de Alzheimer, desorden neurodegenerativo caracterizado
por una disminucién de las neuronas colinérgicas a nivel de diferentes areas del
cerebro, se ha comprobado un incremento en la poblacién de los lugares de

unién para el [’H)-PK 11195 (Diorio y col. 1990) a nivel del cértex frontal y
temporal. '

En la Corea de Huntington también se ha encontrado un incremento de
los lugares de unién para el [°H]-5-4864.

2.8.-Propiedades moleculares del receptor benzodiacepinico periférico.

El aislamiento y caracterizacién molecular del receptor benzodiacepinico
periférico permitirfa clarificar su papel dentro del organismo. Para el aislamien-
to del receptor periférico se han usado ligandos que se unen covalentemente al
mismo (Mukhin y col. 1990) mediante l1a realizacién de un fotomarcaje con luz
ultravioleta. Se han utilizado tres ligandos para la purificacién y aislamiento del
receptor periférico, el [*H]-flunitrazepam, [FHJ-PK 14105 y [*H]-AH 086.

El Flunitrazepam tiene una afinidad 50 veces mayor por el receptor
central que por el periférico. Por electroforesis en gel de poliacrilamida y
dodecilsulfato sédico se obtienen dos bandas de 35 y 30 KD. Utilizando [*H]}-AH
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086, un derivado isotiocianato del 4’-clorodiacepam que actda acilando el
receptor se obtiene una proteina de 30 KD que se ha caracterizado en la
gldndula pineal de rata y bovino (Maccabe y col. 1989).

Un candidato propuesto para esta proteina de 30 KD (Snyder y col. 1987)
seria el canal aniénico voltaje-dependiente (VDAC) que participa en el
transporte de metabolitos entre 1a mitocondria y el citoplasma. Utilizando [**C]-
DCCD (N,N’-diciclohexilcarbodiimida), que se une selectivamente al VDAC, se
ha visto que la intensidad de la banda obtenida es la tercera parte de la que

corresponde a la banda de 30 KD, que atin queda por identificar (Trifiletti y col.
1986).

Mediante la utilizacién del [PH]-PK 14105 se ha aislado en rifién de rata
(Skowronski y col. 1988) una proteina con un peso de 18500 daltons. Doble y col
en 1987 aislan en membrana cardiaca de rata un polipéptido de 17-18 KD,
también aislado en cortex adrenal de bovino (Parola y col. 1990) y de igual peso
molecular . A este péptido se le denominé (Antkiewicz y col. 1988) como el lugar
de unién para el PK (PKBS), ya que se considera que constituye el dominio del
receptor periférico donde se unirian los derivados isoquinolefnicos. De este modo,

el receptor periférico seria un dimero del PKBS.

Estos resultados ponen de manifiesto que el receptor periférico seria un
complejo formado por varias moléculas, de modo que las benzodiacepinas y las

isoquinoleinas se unirian a lugares distintos del mismo.

En el caso del [3H]-PK 14105, la tnica protefna que presenta un peso
molecular de 15-18 KD es la fosfolipasa A,. Experiencias realizadas con 4cido
araquidénico , producto de la fosfolipasa A,, se ha podido observar como este
dcido inhibe la unién de la benzodiacepina Ro 5-4864 pero no la isoquinoleina
PK 11195 (Skowroski y col. 1987).

Otra proteina de la membrana externa mitocondrial de 15 KD es la

glutation-S-transferasa. La protoporfirina IX se une a este enzima a concentra-
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ciones nanomolares (Ohlendieck y col. 1986).

En estudios sobre la relacién entre la membrana interna y la membrana
externa se sugiere que existe un punto de fusién entre las dos membranas en
el que est4n localizados tanto el VDAC como la glutation-S-transferasa. El hecho
de que la fosfolipasa A, tenga la cualidad de agregar moléculas de VDAC podria
conctituir un nexo de unién entre estas dos moléculas. Parece ser pues, estas
proteinas estarfan asociadas formando un complejo molecular que podria ser el
receptor benzodiacepinico. Una de sus funciones seria la de realizar transaccio-
nes de moléculas entre el citoplasma y los compartimientos mitocondriales
(Mannella y col. 1984; Schwaiger y col. 1987; Fiek y col. 1982).

Se ha relacionado el VDAC que est4 en la membrana externa mitocon-
drial y el carrier de nucleétidos que est4 en la membrana interna mitocondrial,
ya que la fusién de estos dos sitios proporcionan un camino para el intercambio
del ADP citoplasmdtico con el ATP mitocondrial.

2.9-Clonaje de la subunidad de unién para las isoquinoleinas (PKBS)

Se ha clonado toda la cadena del ADNc para el PKBS (Sprengel y col.
1989) y se ha expresado este ADNc en células humanas de rifién. Se obtiene por
este procedimiento un péptido cuyo peso molecular es de 18.943 Da. El PKBS
contiene cinco regiones hidrofébicas transmembranales. La secuenciacién
proteica coincide con la realizada en células de ovario de hamster (Riond y col.
1989) donde 1a protefna de 17 KD aislada en mitocondria es rica en Leucina,
Valina, Alanina, Glicina y Prolina. De su secuencia amino4cidica se deduce que
no es tipicamente mitocondrial. Estos resultados concuerdan con otros estudios
(Doble y col. 1985; Olson y col. 1988) que sugieren que el receptor benzodiacepi-
nico periférico no tiene una localizacién exclusiva a nivel de compartimientos
mitocondriales. Se ha comprobado que en estas células 293 el PK 11195
presenta una elevada afinidad para el PKBS mientras que el [°’H]-Ro 5-4864

Presenta una afinidad menor. La teoria que proponen estos autores es que el



35

lugar de unié6n de las isoquinolefnas (PKBS) es responsable de la manifestacién
del receptor benzodiacepinico periférico. También sugieren que el receptor
benzodiacepinico periférico es un complejo molecular donde la protefna de 30-35
KD estaria en intima asociacién con el receptor. Tampoco se excluye que pueda
exister un sitio de unién para las benzodiacepinas distinto al receptor periférico
sobre la proteina de 30-35 KD.

Se ha clonado el receptor benzodiacepinico en células humanas U 937
(Riond y col. 1991) y se hé comprobado que la secuencia de bases es muy
parecida a las de rata y, diferencidndose principalmente en que la especie
humana posee dos cisteinas una en posicién 19 y otra en posicién 153 mientras
que la rata carece de dicho aminodcido. La cisteina en posicién 19 parece ser
que estd implicada en la unién del [3H]-PK 14105 a dicho receptor, ya que, se
encuentra muy cerca de un residuo NH,- que por fotoafinidad se ha podido
comprobar es donde se une dicho ligando. Mediante los estudios de clonage se

ha propuesto que pueden haber diferentes receptores benzodiacepinicos perifé-
ricos (Riond y col. 1991).
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Tabla 6: Secuencia de aminodcidos del receptor benzodiacepinico
periférico en la especie humana (Riond y col.1991).

Aminodcido ntimero de residuos
~ Alanina 18
Arginina 10
Asparagina 3
Acido aspértico 2
Cisteina 0
Glutamina 4
Acido glutdmico 5
Glicina 19
Histidina _ 2
Isoleucina
Leucina 22
Lisina 2
Metionina
Fenilalanina 6
Prolina , | 12
Serina 11
Treonina 10
Triptéfano | 12
Tirosina 10

Valina 10
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2.10-Papel del receptor periférico benzodiacepinico como marcador del
daio cerebral.

En los dltimos afios ha adquirido un gran interés el papel que podria
desemperiar el receptor benzodiacepinico periférico como un elemento indicador
del dafio neuronal se ha comprobado que la administracién de 4cido katnico, a
nivel del cuerpo estriado, un modelo para reproducir la Corea de Huntington,
(enfermedad que cursa con una degeneracién selectiva de los cuerpos de celulas
neuronales en el nucleo caudado y el putamen) y provoca un incremento en el
numero de receptores benzodiacepinicos periféricos (Schoemaker y col. 1982).
Este 4cido causa también una neurodegeneracién cuando se aplica por via
sistémica con lo cual puede ser un modelo potencial para el estudio de una
enfermedad tal como la de Alzheimer, que se caracteriza por un amplio dafio
neuronal a nivel de las areas corticales y subcorticales e hipocampo. Hay ciertas
enfermedades como son la esclerosis multiple, enfermedad isquémica cerebrovas-
cular y glioma maligno que por estudios autorradiogrdficos (Benavides y col.

1988) se ha visto que cursan con un incremento de los receptores omega-3.

Una posible aplicacién del receptor benzodiacepinico periférico como
elemento de diagnéstico neuropatolégico seria en el estudio de biopsias de
cerebros humanos. Hoy en dia existen unos ligandos como son el [*!C]-PK 11195
que en estudios de tomografia de emisién de positrones o bién la emisién de

rayos gamma con [**1]-PK 11195 permitiria el estudio "in vivo" de lesiones epilé-

pticas en humanos.

A nivel de roedores el estudio de la isquemia cerebral se ha realizado
mediante la oclusién de la arteria cerebral media por termocoagulacién eléctrica,
cursando dicha oclusién con un incremento de receptores periféricos asociado con
células de la glia y macrofagos. Los estudios autorradiogréficos han revelado la
presencia de una elevada cantidad en la glia de una proteina fibrilar 4cida
(GFAP), la presencia de astrocitos y el incremento de receptores omega-3 en
macréfagos con lo cual la densidad de receptores omega-3 puede ser 1til como

marcador de la activacién celular (Benavides y col. 1990). Estudios posteriores
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(Myers y col. 1991) han confirmado la unién del [*H}-PK 11195 a los macréfagos
en procesos de isquemia cerebral. Parece ser estos procesos podrian estar
mediados por citoquininas tales como la interleuquina 1y el factor a de necrosis
tumoral (TNF-o) (Bourdiol y col. 1991), que serfan liberadas por los monocitos
y serfan las responsables del incremento de los receptores periféricos.

2.11.-Estudios del receptor periférico en tumores humanos: aplicaciones
del PK 11195.

Hasta el momento se han realizado pocos estudios en la especie humana
por la dificultad de obtencién de tejidos . La utilizacién de [''C]-PK 11195 como
emisor de positrones de vida corta que‘ marca especificamnete los receptores en
el corazon de perro y de humanos habria en 1986 una nueva via para el estudio

de receptores benzodiacepl‘nicoé periféricos "in vivo" (Charbonneau y col. 1986)

Recientemente ha adquirido una gran importancia la partié:ipacién de las
benzodiacepinas en procesos de regulacién del crecimiento neoplésico. Starosta-
Rubestein y col. fueron los primeros en sugerir‘el papel potencial que podrian
desempeniar las benzodiacepinas periféricas como marcadores tumorales, De este
modo, al realizar administraciones "in vivo" de [°H]-PK 11195 y [*H]-flunitraze-
pam en ratas con gliomas intracraneales, pudieron observar por métodos
autorradiogrdficos como se unian especificamente los ligandos a las zonas
tumorales. Aunque la tomografia axial computerizéda y la resonancia magnética
nuclear proporcionan una deteccién precisa de tumores cerebrales, para la

descriminacién por ejemplo, entre un edema y tejido neopldsico estos métodos
son poco concluyentes.

En los tumores gliales cerebrales humanos se ha descrito un incremento
de la unién especifica del [*'H)-PK 11195 (Black y col. 1990) proponiendose su
utilizacién selectiva para la visualizacién de tumores por tomografia de emisién

de positrones. Asimismo se propone su utilizacién como marcadores tumorales
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(Black y col. 1989). El incremento de la unién de las benzodacepinas a los
tumores gliales se correlaciona con un incremento de la malignidad del tumor.
En un estudio reciente (Pappata y col. 1991) se ha empleado [''C]-PK 11195 in-
yectdndolo a un paciente con glioblastoma. Las imégenes obtenidas por tomo-
grafia de emisién de positrones revelan la acumulacién del ligando en las zonas
tumorales.

Estudios realizados en diferentes tumores cerebrales para medir el nivel
de DBI por radicinmunoensayo (Farrese y col. 1989) han puesto de manifiesto
la presencia de DBI en glioblastomas y astrocitomas, estando ausente en
meningiomas, craneofaringiomas y neurinomas. Ademds el contenido de DBI
resulté ser menor en los tejidos tumorales comparado con el tejido normal, con
lo cual, no est4 claro el papel que puede desemperiar el ligando endégeno dichos
en tejidos. El ligando enddgeno protoporfirina IX no desplaza a bajas con-
centraciones 1a unién del [*’H]-PK 11195 en tejido de glioblastoma (Broaddus,
1990). Parece ser pues, que el papel ciue puedan desempeiiar los ligandos
endégenos no estd hasta el momento muy claro.

Un dato que demuestra la complejidad del tema es que en el glioblastoma
humano (Broaddus y col 1990) demuestran la presencia de dos lugares de unién
para los derivados isoquinoleinicos uno de alta afinidad y baja capacidad y otro
de baja afinidad y alta capacidad. En cambio, el c6rtex humano presenta un sélo
lugar de unién con una afinidad moderada. Asimismo, el cértex renal presenta
dos lugares de unién para el [*'H]-PK 11195.

En cambio, los derivados benzodiacepinicos [*H]-Ro 5-4864 y [*H]-
flunitrazepam muestran una baja afinidad en estudios realizados en cultivos de
células humanas de glioblastoma U251 y D54 (Olson, 1988). Los estudios de
competicién del Ro 5-4864 frente a los derivados isoquinoleinicos tritiados
indican una baja afinidad para esta benzodiacepina en la especie humana, con
lo cual el papel de marcador tumoral, en la especie humana, quedaria
restringuido al PK 11195. Por otra parte se ha descrito un incremento en los
lugares de unién para el PH]-PK 11195 en muestras de pacientes con adeno-

carcinoma de colon con respecto a muestras control (Katz y col. 1990) y en pa-
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cientes con cdncer de ovario. Los tumores benignos de ovario presentaban
valores que no difieren significativamente de los valores normales. De este modo
estos autores sugieren que este incremento en la densidad de receptores

periféricos puede ser usado como un marcador biolégico de la malignidad en

procesos tumorales.

En plaquetas de pacientes con la enfermedad de Alzheimer se ha
encontrado un incremento significativo en los lugares de unién para el [°H)}-PK
11195 respecto a controles sanos (Bidder y col. 1990). Asimismo, se ha detectado
un aumento de receptores en el cértex frontal y temporal de pacientes que
padecian dicha enfermedad (Diorio y col. 1991) indicando el potencial uso del
receptor omega-3 como marcador de la gliosis asociada, por otro lado, a una
muerte de celulas neuronales.

Otros tejidos humanos en los cuales se ha demostrado la presencia de
receptores periféricos lo constituyen la placenta (Fares y col. 1986) y los
eritrocitos (Olson y col. 1988).

2.12.-Participacion de las benzodiacepinas en la modulacion del sistema
inmune. |

Los ligandos que se unen al receptor benzodiacepinico periférico
desempefian un papel inmunomodulador, ya que ha sido demostrado que el Ro
5-4864 y el diazepam estimulan la quimiotaxis de los monocitos humanos
mientras que el PK 11195 actda inhibiendo este efecto (Ruff y col. 1985). Los
monocitos y sus derivados los macréfagos, son una poblacién heterogénea de
células que juegan un papel clave en la funcién del sistema inmune, principal-
mente en la reparacién de tejidos , inflamacién y la defensa antineoplésica.
Diversos, estudios autorradiogréficos han permitido confirmar una distribucién
de los receptores omega-3 en el sistema inmune de rata, bazo y timo, utilizando

[*H]-PK 14105. Ademds, se observa una asociacién con los linfocitos T y
macréfagos.

El 11195 actiia "in vivo" en la respuesta humoral estimulando la
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formacién de anticuerpos frente a globulos rojos de oveja, inyectados previamen-
te en ratén. Asi, la inyeccién de PK 11195 intracerebral a una dosis de 0.1 ng’kg
tubo un efecto sobre la formacién de placas celulares. En cambio, la administra-
ci6én intraperitoneal del PK 11195 fue inactiva, sugiriéndose que la respuesta
inmune puede estar mediada por receptores del sistema nervioso central (Len-
fant y col. 1988). El sistema nervioso central puede afectar al sistema inmune
no s6lo a través del eje hipotaldmico-pituitaria-adrenal, sino también por
inervacidén periférica de 6rganos que participan en la produccién de linfocitos y
por la liberacién de neurotransmisores. En un estudio realizado con pacientes
ansiosos, se ha visto que estos presentan una disminucién la densidad
receptores omega-3 en los linfocitos (Ferrarese y col 1990). Por otro lado,
pacientes con estado de ansiedad y sometidos a un tratamiento crénico con
diazepam no mostraron esta disminucién en la densidad de receptores. Estos
autores sugieren que modificacions en los niveles del DBI en los pacientes con

ansiedad pueden participar en la regulacién de receptores periféricos modulado
por el sistema nervioso central.

La induccién de artitris en ratas ha permitido comprobar un increnfents
de receptores en el bazo y timo de ratas artriticas respecto a ratas control. Un
mecénismo por el cual se postula este incremento de receptores es la secrecién
de interleukina 1 por parte de los macréfagos activados, que induciria la

expresién de estos lugares de unién en las células T (Scatton y col. 1990).

El tratamiento de ratas Long Evans embarazadas con dosis bajas de
diazepam (1.25 mg/kg) en los dias 14-20 de la gestacién provoca en la descen-
dencia una supresién de la respuesta inmune (Schlumpf y col. 1990). Asimismo
dicho tratamiento provoca en la descendencia un cambio en la afinidad del [*H]-
PK 11195 por los iinfocitos, siendo mayor respecto en las ratas no tratadas,
sugiriendo un papel directo de las benzodiacepinas sobre los linfocitos. Posterior-
mente, se ha comprobado que las benzodiacepinas a nivel periférico inhiben la

proliferacién de los linfocitos a concentraciones micromolares.

Se ha observado una reduccién en el ntimero de receptores en las
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plaquetas de pacientes esquizofrénios tratados con neurolépticos, respecto a

pacientes esquizofrénicos sin recibir ningin tratamiento y pacientes sanos
(Gavish y col. 1986).

2.13.-Relacién entre el sistema endocrino y el receptor periférico.

El sistema endocrino parece ser que actia modulando de alguna el
receptor benzodiacepinico periférico. Se ha demostrado que tras la realizacién
de una hipofisectomia, se provoca una disminucién de dichos receptores en
glandula adrenal y en testiculos de rata. La castracién de las ratas no tiene
ningiin efecto sobre el nimero de receptores benzodiacepinicos periféricos en la
gléndula adrenal del mismo modo que 1a adrenalectomia no modifica el nimero
de receptores en los testiculos. Estos estudios mostraron una relacién entre el

receptor benzodiacepinico periférico y la gldndula pituitdria. (Anholt y col. 1985).

Este efecto sobre 1a disminucién del mimero de receptores benzodiacepini-
cos periféricos tras la hipoﬁsectomié ha sido coroborado por Fares y col. En
cambio, en el rifion esta disminucién no se produce. La administracién de
ACTH en las ratas hipofisectomizadas pi‘ovoca un incremento en el numero de
receptores comparado con las ratas hipofisectomizadas que no han recibido el

tratamiento o con ratas que no sufrieron hipofisectomia.

La adrenalectomia causa una reduccién significativa en la densidad de
receptores benzodiacepinicos periféricos en el rifién (Basile y col.1985). Estos
hechos vienen ha demostrar que el receptor benzodiacepinico periférico estd
sometido a un proceso de regulacién hormonal. Ademds, se ha comprobado que,
tras someter las ratas a un tratamiento crénico con estradiol, se produce una
"up-regulation” en rifion y una "dowregulation” en testiculos (Gavish y col.
1986). Ni el niimero de receptores benzodiacepinicos centrales ni el de receptores
periféricos en el corazén se vié alterado. El tratamiento crénico con progesterona

(10 dfas) en ratas macho incrementa la densidad tanto en cértex cerebral como
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en rifién, sin afectar la poblacién de receptores en hipocampo, testiculos o coraz-
én. El incremento en el niimero de receptores en rifién puede estar asociado al
efecto natriurético de esta hormona y al incremento adaptativo en la secrecién
de aldosterona (Gavish y col. 1987). El efecto de "up-regulation” en el cértex
podria ser debido a las acciones neuronales y de comportamiento que posee la
progesterona ya que dicha hormona tiene efectos antidiskinétisicos y anticonvul-
sivantes. Ademds, posee propiedades antiepilépticas que parece ser no estdn
relacionadas con su acién hormonal. Se ha puesto de manifiesto que existe una
cooperatividad entre el lugar de unién de los metabolitos de la progesterona,
concretamente el 3a-pregnan-3a-0l-20-ona y el pregnadiol, a nivel del cértex de
rata y el receptor del GABA (Belelli y col. 1990). Esta interaccién podria
explicarse a través de una modulacién por parte del receptor benzodiacepinico
periférico sobre la biosintesis de hormonas eéteroideas (Amsterdam y col. 1991).

El hipertiroidismo causado por la administracién crénica en ratas de
tiroxina (T,), provoca un incremento de receptores benzodiacepinicos periféricos
" tanto a nivel central como periférico sin producir cambios en la afinidad de los
ligandos. Esta modulacién, por parte de la hormona T, sobre los receptores
benzodiacepinicos puede atribuirse a una accién directa de la hormona tiroidea
sobre estos receptéres o puede reﬁejar un mecanismo de adaptacién compen-
satorio a la tirotoxicosis asociado con hipermetabolismo, ansiedad y estrés
(Gavish y col. 1986). Estudios de competicién realizados en cerebro de rata
muestran que la unién del [*H}-Ro 5-4864 y [*H]-clonazepam se ve afectada por
concentraciones micromolares de T, (Deckert y col. 1986).

En ratas que han sufrido una adrenalectomia se observa una disminucién
significativa en el numero de receptores benzodiacepinicos periféricos en el
rifién. Cuando se administra aldosterona se revierte el efecto, pero la al-
dosterona fue incapaz de provocar un incremento en los animales controle. Esto
indicaba que los cambios en la poblacién de receptores eran debidos a la

adaptacién de la nefrona renal a la pérdida de hormonas mineralocorticoides
(Basile y col. 1987).

Las hormonas sexuales femeninas, parece ser, que afectan también la
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poblacién de receptores en algunos 6rganos como son el ovario, titero, oviducto
y la pituitaria. La administracién de gonadotrofina coriénica y dietilestilbestrol
enratasinmaduras hipofisectomizadas, provoca un restablecimiento del niimero
de receptores benzodiacepinicos periféricos que previamente habfan disminuido,
sugiriendose que dicha disminucién de receptores es debido a una deficiencia de
estrégenos y de gonodotropina coriénica (Bar-Ami y col. 1989). La actividad de
la gonodotrofina coriénica incluye a la de las hormonas FH y LH. Este efecto de
incrementar el nimero de receptores benzodiacepinicos periféricos puede ser
debido a la estimulacién de la sintesis de estrégenos a nivel de los ovarios por
parte de la gonodotrofina coriénica (Fares y col. 1986).

En la placenta humana expuesta a dosis bajas de Ro 5-4864 se produce
un incremento en la segregacién de progesterona y estradiol. Dosis altas de esta
benzodiacepina provocan una disminucién en la secrecién, y dosis altas de
diazepam o PK 11195 provocan un incremento en la secrecién de hormonas,
demostrdndose de este modo, el efecto sobre la segregacién de esteroides por
parte de la placenta de ligandos del receptor periférico (Barnea, 1989). Estos
ligandos intervienen también en la sintesis de determinadas hoi'monas esteroi-

dicas ya que se detecta un incremento en la sintesis de andrégenos en testiculos

descapsulados de ratas adultas, pero a concentraciones micromolares (Ritta y
col. 1987).

Otros estudios ponen de manifiesto una relacién entre los receptores
benzodiacepinicos periféricos y el sistema adrenérgico. La simpatectomia
quimica provocada tras la administracién de 6-hidroxidopamina induce un
incremento en la poblacién de receptores benzodiacepinicos periféricos en
hipotdlamo, estriado y ventriculo cardiaco, disminuyendolos en la gldndula
pineal y sin modificarlos en otros érganos como el rifién, pulmones, cortex
cerebral, cerebelo, hipocampo y bulbo olfatorio (Basile y col. 1988).

Esta demostrado que la regulacién por parte de l1a ACTH a nivel adrenal
de la corticoidegenesis, requiere la sintesis de una proteina denominada

"proteina activadora de la esteroidogénesis”. Se ha purificado y aislado una



45

proteina de la corteza adrenal que es capaz de facilitar el transporte de coles-
terol hacia la membrana interna mitocondrial (Yanagibashi y col. 1988). Andlisis
estructurales de esta protefna revelan una similitud con el DBI, con lo cual
estos autores proponen que la ACTH causa una rdpida induccién en la sfntesis
de DBI y esto da lugar a una estimulacién de la esteroidogenesis a nivel
mitocondrial. El papel del DBI serfa el de mediador intracelular de 1a ACTH por
su interaccién con el receptor benzodiacepinico periférico situado en la
membrana externa mitocondrial.

En los dltimos afios ha adquirido una gran interés el papel fisiolégico que

puede tener el receptor benzodiacepinico periférico sobre el transporte del
colesterol.

De este modo, se ha observado que el diazepam y el Ro 5-4864 provocan
una estimulacién de la traslocacién del colesterol hacia la membrana interna
mitocondrial (Yanagibashi y col. 1989).

La biosintesis de hormonas esteroideas comienza con el transporte de
colesterol de sus dep6sitos extramitocondriales hacia el primer enzima de la
ruta biosintética, el citocromo P-450,. (que cataliza el paso de colesterol a preg-
nenblona), situado en la membrana interna mitocondrial. Este es el paso
limitante de la esteroidegenésis y el principal lugar de regulacién por estimulos
fisiolégicos. Asimismo, la presencia elevada de receptores benzodiacepinicos
periféricos en células donde la esteroidegenésis es importante y su localizacién
mitocondrial, avalan la hipétesis acerca del papel del receptor benzodiacepinico
periférico. Diversos trabajos han citado los efectos que provocan las ben-
zodiacepinas périfeAricas en estas rutas biosintéticas. En células adrenales de
ratén el PK 11195, como mads potente, y el resto de ligandos del receptor perifé-
rico estimulan, la esteroidogenésis (Mukhin y col. 1989). En células de Leydig
y adrenales de ratén, el flunitrazepam inhibe la accién sobre la esteroidegensis
de la ACTH y de la gonadotrofina coriénica. De esta manera, se demuestra que
la accién antagonista del flunitrazepam estd mediada por el receptor ben-

zodiacepinico periférico que media la sintesis de esteroides activada por
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hormonas (Papadopoulos y col. 1991).

ACTH, Gonadotropins
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Figura 4.-Representaciéon esquemadtica del mecanismo celular y del

papel del receptor periférico benzodiacepinico en la biosintesis de
esteroides. Las hormonas inicialmente interactuan con la superficie
celular, estimulando la produccion de AMP,. Este segundo mensajero
es responsable de la producciéon de un fractor citosélico, todavia no
caracterizado pero se cree que posiblemente sea el DBI, requerido nece-
sariamente para activar el transporte intramitocondrial de colesterol.

Respecto al ligando endégeno DBI y el péptido derivado de é1 como es el
TTN, estimulan en células de Leydig y células adrenocorticales 1a formacién de
Pregnenolona, al contrario, el ODN presenta una menor afinidad en la sintesis
de pregnenolona (Papadopoulos y col. 1991).



Se han propuesto tres teorias sobre el papel que puede desempeiiar el receptor
benzodiacepinico periférico en la traslocacién del colesterol de la membrana
externa a la membrana interna (Krueger y col. 1990):

- El receptor benzodiacepfnico periférico puede comprender todo o parte
del aparato traslocador mitocondrial.

- El receptor benzodiacepinico periférico puede funcionar como un proceso
secundario que es requerido para que tenga lugar el proceso de traslocacién.

- El receptor benzodiacepinico periférico en asociacién con el traslocador
puede participar en el transporte de colesterol.

El problema radica en saber si el receptor benzodiacepinico periférico par-
ticipa no sélo en este proceso, sino de un modo mds general en el transporte de
otros componentes hacia la membrana interna mitocondrial, no teniendo un
papel exclusivo sobre el transporte del colesterol. De este modo, podria
explicarse el transporte de la protoj:orﬁrina IX hacia la membrana interna

mitocondrial y su conversién en el grupe hemo.
2.14.-Estructura del receptor benzodiacepinico periférico.

Se han propuesto diversas hip6tesis acerca de que el receptor omega 3 es
un complejo molecular que tendria dos lugares de unién, uno para el PK 11195
y otro para el Ro 5-4864. Esta hipétesis se basa en estudios utilizando agentes
como son el dietilpirocarbonato (Benavides y col. 1984), fosfolipasa A,
(Havoundjian y col. 1986) y 4cido araquidénico (Skowronski y col. 1987).

La fosfolipasa A, actua de manera distinta sobre la unién de los dos

ligandos del receptor benzodiacepinico periférico. Asi, la fosfolipasa A, provoca
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una disminucién en la afinidad del [*H}-Ro 5-4864 para su lugar de uni6én y un
incremento en los lugares de unién del ["HJ-PK 11195 sin afectar su afinidad.

Una hipé6tesis propuesta es que la fosfolipasa A, puede afectar al contorno
lipidico del receptor periférico.

El dietilpirocarbonato actiia bloqueando un residuo de histidina. De este
modo, la incubacién del [3H]-PK 11195 conjuntamente con dietilpirocarbonato
provoca una disminucion en los lugares para este ligando sin afectar su
afinidad. Por otro lado la unién del [°H]}-Ro 5-4864 no se ve afectada por la
presencia en el medio de incubacién de dietilpirocarbonato. Esta modificacién
en la unién de estos ligandos parece indicar que los residuos de histidina son
fundamentales para la unién del PK 11195. Este efecto del dietilpirocarbonato
sobre el PK 11195 es revertido por una incubacién con Ro 5-4864 y se atribuye
este efecto a que el Ro 5-4864 prov‘oca un cambio conformacional en el receptor
donde los residuos de histidina estan enmascarados.

El 4cido araquidénico disminuye la afinidad para el Ro 5-4864 y adema4s
bloquea el efecto de dicho ligando sobre la proteccién que ejerce frente al
dietilpirocarbonato.

Parece ser que los aminodcidos q\ie contienen grupos sulfuro juegan un
papel clave en la unién de ambos ligandos, ya que se ha comprobado que
agentes que bloquean especificamente estos enlaces o provocan una reduccién
de grupos SH afectan la unién de los dos ligandos.

* La hip6tesis propuesta por Skorowski y col. es que el receptor periférico
tiene una naturaleza compleja con diferentes lugares de unién o bien diferentes
conformaciones para el PK 11195 y el Ro 5-4864. Tampoco se descarta que

dentro del mismo receptor los lugares de unién para estos dos ligandds estén
solapados.

Mediante estudios termodindmicos se ha propuesto que el Ro 5-4864 es

un agonista del receptor benzodiacepinico periférico y el PK 11195 un an-
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tagonista. La uni6n del PK 11195 va asociada a un pequefio cambio en la
entalpia y un incremento sustancial de la entropfa mientras que la unién del
Ro 5-4864 estd inducida por la entalpfa. Se ha propuesto el siguiente modelo en
dos etapas para la unién del Ro 5-4864 (Le Fur y col. 1983):

L + R *—— LR =y LR

donde L es el ligando, R es el receptor y R’ es el cambio producido en el receptor
por la unién del agonista. En este modelo el antagonista podria participar
solamente en la fase 1. El agonista podria participar en ambas fases provocando
un cambio estructural en el receptor (R’). De este modo la unién del agonista
estd inducida por la entalpia con una disminucién marcada de la entropia
mientras que la unién del antagonista PK 11195 est4d inducida por la entropia.
Sin embargo, en estos estudios no se descarta que el PK 11195 marque una

subclase 0 una conformacién especifica del receptor benzodiacepinico periférico.

_Eltratamiento con detergentes ‘provoca cambios en la unién del Ro 5-4864
o el PK 11195. De este modo el Tritén X-100 causa una disminucién sobre la
unién del Ro 5-4864 pero no afecta la del PK 11195. Otros detergentes como
CHAPS, Tween 20, 4cido desoxicélico, digitonina también afectan la unién del
Ro 5-4864, provocando una menor variacién en la unién del PK 11195 (Awad y
col. 1988). Esta distinta sensibilidad al tratamiento con los detergentes por
parte de los dos ligandos sugiere que pueden provocarse cambios en el receptor
que afecten mds especificamente al lugar de unén del Ro 5-4864. |

2.15.-Otras acciones de las benzodiacepinas a nivel periférico.
Las benzodiacepinas a nivel periférico inhiben la agregacién plaquetaria

inducida por 4cido araquidénico. Parece ser que el mecanismo de esta accién
estd ligado a una inhibicién de la sintesis de tromboxanos y de dcido 12-hidroxi-
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heptadecatrienoico. La ciclooxigenasa utiliza un grupo protoporfirinico como
cofactor con lo cual podria ser que las benzodiacepinas se unieran a este grupo
provocando una disminucién en la actividad de la ciclooxigenasa y, por lo tanto,
inhibir la agregacién plaquetaria (Fonlupt y col. 1990). Estos efectos sobre la
agregacién plaquetaria ha permitido proponer la hipétesis sobre la posible
utilidad de las benzodiacepinas para la prevencién o retardo de la tromboateros-
clerosis (Cuparencu y col. 1989). Se ha descrito un efecto sobre la respiracién en
células neuronales y, mds concretamente la inhibicién del consumo de O, en el

tercer estado de la respiracién que estd relacionado con el flujo electrénico y la
sintesis de ATP (Larcher y col. 1989).

A nivel del sistema cardiovascular el Ro 5-4864 provoca un incremento
del flujo coronario y este efecto no es antagonizado por el PK 11195. El
mecanismo de accién de este efecto vasodilatador podria estar relacionado con
la existencia de canales de calcio a los cuales podrian las benzodiacepinas
(Grupp y col. 1987). Los efectos in vitro sobre la relajacién del \itero en rata se
relacionan tanbién con un efecto dependiente del influjo de calcio que podria ser
inhibido por las benzodiacepinas (Kazanietz y col 1990). La inhibicién del
crecimiento celular es una funcién atribufda a las benzodiacepinas periféricas.
En cﬁltivos de células de timoma (Wang y col. 1984), glioma y neurcblastoma
de ratén las benzodiacepinas tienen un efecto antiproliferativo. La inhibicién del
crecimiento celular se lleva a cabo a concentraciones de rango micromolar, con
lo cual este efecto no estd mediado por el receptor benzodiacepinico periférico,
sino que se relaciona con la capacidad de inhibicién del uptake de timidina
(Gorman y col, 1989). Otros autores han sugerido que tanto el PK 11195 como
el Ro 5-4864 tienen un efecto bifdsico (Ikezaki y col. 1990). A cohcentraciones
nanomolares actian sobre la proliferacién celular estimulando la incorporacién
de timidina al DNA. Sin embargo, a concentraciones micromolares inhiben la
sintesis de DNA. En células de ratén de melanoma se han caracterizado dos
lugares de unién para el [*Hl-diacepam sugiriéndose que el lugar de baja
afinidad es el responsable de la melanogénesis (Matthew y col. 1981).
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2.16.-Interacciéon con otros farmacos.

Se ha demostrado una interaccién entre los barbituratos y el receptor
benzodiacepinico periférico, de este modo la administracién de fenobarbital en
ratén, provoca un incremento significativo en la densidad de receptores ben-
zodiacepinicos periféricos en el corazén, rifién y cerebelo respecto a muestras
control (Weizman y col. 1989). Asimismo, la administracién de pentobarbital en
rata revierte los efectos proirocados por el stress sobre la disminucién en la
densidad de receptores en el rifién (Drugan y col. 1990).

El tratamiento crénico con diazepam provoca un incremento en la
densidad de receptores para el [PH]-PK 11195 en corazén y cértex de rata. Este
efecto puede deberse a la accién sedante de este ansiolitico que provoca una
reduccién del tono simpético (Marthy y col. 1986) o bien podria explicarse por
el efecto del diazepam sobre el carrier mitocondrial Na*/Ca* en corazén y cerebro

La administracién "in vivo" del Ro 5-4864 en ratones facilita las
convulsiones provocadas por métodos audiogénicos. E1 PK 11195 antagoniza este
efecto con lo cual se pone de manifiesto que el Ro 5-4864 puede ser un agonista

del receptor periférico y el PK 11195 un antagonista (Benavides y col. 1984).

Se ha demostrado una relacién entre los insecticidas piretroides y las
benzodiacepinas periféricas. El pretratamiento de ratas con PK 11195 disminuye
la actividad proconvulsionante de dichos insecticidas (Devaud y col. 1986).
Ademds la unién del [*H]-Ro 5-4864 en cortex de rata se ve afectada por la

presencia de estos insecticidas en el medio de incubacién (Devaud y col. 1988).

La poblacién de receptores benzodiacepinicos estd modulado por el stress.
Mediante un generador de shocks se provoca en ratas una disminucién en la
densidad de receptores benzodiacepinicos periféricos en tejidos como el corazén
Yy el rifién (Drugan y col. 1990). La supresién de la dieta en ratas provoca,

asimismo, una disminucién de receptores benzodiacepinicos periféricos. Esta
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relacién puede deberse al stress, que provocarfa cambios metabélicos o bien a
un efecto sobre la disminucién de ACTH causado por una hipercolesteremia
causada por una disminucién de la alimentacién (Weizman y col. 1990).

Pacientes tratados con carbamazepina experimentan una "up-regulation”
en la densidad de receptores en las plaquetas respecto a los controles. Este
cambio puede explicarse debido a posibles alteraciones a nivel hormonal que
puede provocar el tratamiento con carbamazepina que afectarfan al receptor
benzodiacepinico periférico (Weizman y col. 1987).

Anestésicos como la lidocaina y la tetracaina desplazan a concentraciones
micromolares el [°H]-Ro 5-4864 de sus lugares de unién en el bulbo olfatorio de
rata. Esta interaccién podria ser responsable de los efectos antiarritmicos o
anticonvulsionantes de esos formacos. Asimismo, la carbamazepina desplaza, a
concentraciones del orden micromolar, al Ro 5-4864 relaciondndose del mismo

modo por su accién anticonvulsionante (Clark y col. 1990).

A nivel del corazén se ha demostrado que el diazepam tiene una accién
vasodilatadora. La unién del [°H]-diazepam a nivel del corazén es desplazada
por el dipiridamol, férmaco que es utilizado en clinica por su accién vasodilata-
dora a nivel coronario (Davies y col. 1981).

El tratamiento crénico de ratones con etanol provoca un incremento en
el nimero de 'lugares de unién para el [°H]-Ro 5-4864 y para el ['H]-PK 11195
en el cerebro, pero este incremento no se produce ni a nivel del corazén ni de
rifién. De este modo podria ser que las benzodiacepinas periféricas participaran

de alguna max"xeraren el desarrollo de dependencia al alcohol (Syapin y col.
1988).
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3.-CANALES DE CALCIO.

3.1.-Subtipos de canales de calcio.

Hasta el presente, se reconoce 1a existencia de tres clases de canales de calcio:
L, TyN. (Beany col. 1989).

Canales T: Son activados a potenciales negativos de membrana, y se inactivan
rdpidamente. Estos canales se encuentran en el misculo cardiaco, misculo liso,
fibroblastos, osteoblastos y neuronas. Son blogueados débilmente por las

dihidropiridinas y por 1a w-conotoxina.

Canales L: A estos canales se unen selectivamente las dihidropiridinas, verapa-
milo y diltiazem y sus andlogos. Se ha propuesto una estructura para este canal,
segun la cual, estaria formado por una subunidad a,, que contiene el lugar de
unién de los antagonistas del calcio.

Esta subunidad o, es dependiente de fosforilacién por parte del AMP
ciclico y parece ser que es el centro de este complejo canal. -Asimismo, la

subunidad o, estaria formada por cuatro segmentos transmembranales
homélogos.

La subunidad 8 también es substrato del AMP eiclico y parece ser que
estd asociada estrechamente a la subunidad «,;. La subunidad 8 est4 implicada,

probablemente en el transporte de nucleésidos.

La subunidad ® de 30 KD interactiia independientemente con la
subunidad ¢,.Contiene por lo menos un segmento transmembranal consistente
en un 30% de carbohidratos. ‘

El dimero formado por las subunidades @,5 interactiia con la subunidad

a,, y parece ser que el canal de calcio estaria formado por la zona de interaccién
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de las subunidades «, y o,. La subunidad o, y la gamma estdn unidas entre si

por puentes disulfuro.

Tabla 8: Estructura del lugar de unién de las dihidropiridinas.

Subunidad Peso Propiedades
molecular (KD) composicién

o, 150-170 Lugar de unién DHP
Fenilalquilaminas
Fosforilacién AMPc
Hidrofébico

oy 150-190 Puente disulfuro

B 54 Fosforilacién AMPc

Transporte de nucleésidos

No contiene dominios hidrofébi

w 30 30% carbohidratos

Canales N: Atn no han sido totalmente definidos. Se han caracterizado en
neuronas donde parece ser que la adenosina puede tener efectos inhibitorios

sobre este canal. Son sensibles a la w-conotoxina y no a las dihidropiridinas.
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Figura 5.-Representacién estructural de los canales L de calcio voltaje-

dependientes (Takahashi y col., 1987). |

3.2.-Unidén de los antagonistas del calcio a distintos lugares del canal L.
- Los antagonistas del calcio se dividen en tres grupos:

- Las 1,4-dihidropiridinas: nitrendipino, felodipino, isradipino, nicardipino,

nifedipino, nimodipino y nisoldipino.

- Las fenilalquilaminas: verapamilo, devapamilo, gallopamilo, LU49888.
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- Las benzotiazepinas: diltiazem.

Todos estos firmacos se unen con una elevada afinidad a la subunidad ¢,
de los canales L de calcio voltaje-dependientes. Pero estos farmacos interactian
adem4s con otras estructuras celulares (diferentes a los canales L), ofreciendo
de esta manera una variedad de nuevas perspectivas terapeiiticas. Estos lugares
de unién han sido caracterizados por estudios de binding y son: el transportador

de nucleésidos, la glicoproteina P, un lugar de baja afinidad y de alta capacidad
para las dihidropiridinas.

Las dihidropiridinas, ademds, muestran una capacidad de unirse al
receptor benzodiazepinico periférico, que regula el control de la respiracién a
nivel mitocondrial. Otras interacciones de baja afinidad se presentan también

entre antagonistas del calcio y receptores o, 5-HT, receptores opioides y
colinérgicos.

3.2.1.-Transportador de nucledsidos

Al carrier de nucleésidos se unen fenilalquilaminas y dihidropiridinas y
dicho carrier acttia como un verdadero receptor farmacol6gico para ambas clases
de antagonistas del calcio. (+)-Nimodipino es la dihidropiridina que presenta
una mayor afinidad por este sistema, en cambio, (+)-nimodipino se une a los
canales L con una afinidad del orden de cinco veces menor que el (-)-nimodipino.
A nivel del misculo cardiaco bovino (Ruth y col. 1985), se ha detectado un lugar
de baja afinidad para el nimodipine que es inhibido por hexobendina y nitro-
benciltioinosina a concentraciones nanomolares con lo cual se sugiere que este

lugar de baja afinidad est4 relacionado con el transportador de 1a adenosina.

Se ha encontrédo una relacién entre la potencia de las dihidropiridinas
y fenilalquilaminas y la inhibicién del uptake de adenosina en eritrocitos
humanos (Striessning y col. 1985). Se sugiere (Zerning y col. 1990) que el

transporte de nucleésidos puede ser modulado por antagonistas del calcio como
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son las dihidropiridinas y fenilalquilaminas, pero atin no existen evidencias que

esta regulacién pueda realizarse “in vivo".

3.2.2.-Glicoproteina P

Se encuentra localizada a nivel de la membrana plasmaética. Consiste en
dos grupos de seis dominios transmembranales y dos grandes domimios
citoplasmdticos. Las regiones citoplasmaiticas se cree que estdn moduladas de
alguna manera por el ATP.

3.2.3.-Receptores a nivel mitocondrial

Se ha caracterizado un lugar de unién del calcio de alta capacidad (Bmax
de 1 nmol por mg de protefna) y baja afinidad para las dihidropiridinas y
fenilalquilaminas en mitocondrias de corazén, rifion e higado de rata (Zernig y
col. 1988). Las constantes de disociacién (Kp) fueron muy altas, por ejemplo 593
nM para [*H]-nitrendipino, corﬁparado con valores dentro del rango nanomolar
que se alcanzan cuando estos fairmacos actiian a nivel de los canales L de calcio.
Por otra parte, a este receptor mitocondrial parece ser que la unién de las
dihidropiridinas estd regulada de una manera alostérica negativa por nucleétio-
dos y especialmente por el ATP (Zernig y col.1988).

La unién a estos lugares a nivel mitocondrial, es éptima a a 37°C cen-
tigrados. Por lo que refiere al perfil farmacolégico, este lugar de unién de baja
afinidad se ha visto que otras 1,4-dihidropiridinas son inhibidores efectivos con
valores Cly, del mismo orden (Zerning y col. 1988). Referente a la estructura de
las 1,4-dihidropiridinas, la esterificacién de los dos grupos 3-carboxi y 5-carboxi
es esencial para la unién ha este lugar de baja afinidad. Los compuestos que
Presentan un sustituyente nitro en posicién 5, como el BAY K8644, no desplazan

la *H}-nitrendipina a concentraciones que llegan a sus limites de solubilidad.

La cadena del anillo dihidropiridinico en posicién 5, donde se encuentran

los ésteres sustituidos es el indicador m4s importante de la afinidad de las
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dihidropiridinas para este lugar de unién de baja afinidad asi el orden afinidad
es: Nitrendipina > Nifedipina> Nimodipina. Los sustituyentes isopropilo
muestran una mayor afinidad que los sustituyentes isobutilo.

Las fenilalquilaminas son unos inhibidores mucho menos potentes com-
parados con las 1,4-dihidropiridinas. Referente a la estructura de las fenilalqui-
laminas los anillos bencénicos son esenciales para la unién y el nimero de

sustituyentes metoxi a uno o a los dos anillos no afecta la afinidad.

Las benzotiacepinas como D- y L-cis diltiazem no inhiben la unién de 1a
[®*H]-Nitrendipina a concentraciones de 100 nM.

Se han propuesto siete candidatos distintos para este lugar de baja
afinidad para las dihidropiridinas:

- El transportador de nucleésidos.

- El intercambiador de Na*/Ca®.

- La ATPasa Na*/K* .

- ATPasa-Ca® a nivel del sarcolema.

- La calmodulina dependiente de AMP ciclico.
- E] receptor benzodiacepinico periférico.

- La glicoproteina P.

De estos candidatos sélo el receptor benzodiacepinico periférico y y el
intercambiador de Na*'/Ca* tienen una localizacién mitocondrial. Por otro lado,
la unién de la [*H]-nitrendipino no es afectada por el Ro 5-4864 pero si que, la
unién del [PH]-Ro 5-4864 se ve afectada por Nitrendipina y Nifedipina a

concentraciones del orden micromolar (Cantor y ¢0l.1984),

Estos sitios estdn alostéricamente inhibidos por nucleétidos (Zernig y col.
1988). .
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3.3.-Caracteristicas comunes de estos lugares de unién para los an-
tagonistas del calcio.

Estos lugares de unién para los antagonistas del calcio, los cuales son
distintos a los canales L, presentan una serie de caracteristicas comunes que los
diferencian de los lugares cldsicos de unién:

- Una baja afinidad y una alta capacidad: Los lugares de unién de los
antagonistas del calcio distintos a los canales L tienen lugar con unos valores
de K; de orden micromolar e incluso milimolar.

- Estabilidad al calor: La estabilidad al calor de los lugares mitocondriales
en comparacién con los canales L de calcio, sugiere que son unas estructuras
rigidas, probablemente debido a la presencia de puentes disulfuro.

- Estereoselectividad : El lugar de uhién de baja afinidad a nivel
mitocondrial no muestra estereoselectividad ni tampoco la glicoproteina P. En
cambio, el transportador de nucleésidos y la calmodulina dependiente de AMPc
muestran una estereoselectividad para los derivados del nimodipino.

- Influencia de nucleétidos y nucleosidos: El lugar de unién para las
dihidropiridinas a nivel mitocondrial es inhibido alostéricamente por nucle6ti-

dos, siendo el ATP el que presenta una mayor afinidad,aunque dentro de un
rango micromolar (Zerning y col. 1988).
3.4.-Benzodiacepinas y canal de calcio.
3.4.1.-Benzodiacepinas centrales y canal de calcio.
Se ha sugerido que el diazepam debido a sus acciones a nivel micromolar

sobre el aparato cardiovascular, incluyendo sus efectos inotrépicos y cronotré-

picos negativos, vasodilatadores y antiarritmicos, realizaria estos efectos a
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través de un canal de calcio.

Estas acciones no se limitarfan sé6lo a nivel del sistema cardiovascular ya
que algunos estudios muestran que las benzodiacepinas a concentraciones
micromolares inhiben el uptake del Ca®>* en sinaptosomas (Ferrendelli y col
1982). Por su parte, el midazolam tiene un comportamiento a concentraciones
micromolares como antagonista del calcio inhibiendo la respuesta contractil al
anadir calcio al medio en el musculo liso de traquea (Raeburn y col. 1988).

3.4.2.-Benzodiacepinas periféricas y canal de calcio.

Parece que existe una relacién entre el reéeptor benzodiacepinico
periférico y las dihidropiridinés ya que estudios realizados por Cantor 1984 y
col. en corazén, rifién y cerebro de rata mﬁestran que el [°H]-Ro 5-4864 es
desplazado competitivamente de sus lugares de uniuén por nitrendipino y
nifedipino a concentraciones micromolares. En cambio, la unién del [*H}-clona-
zepam y [°H]-flunitrazepam no se ven afectados por estas dihidropiridinas. Con

lo cual se propone la existencia de una interaccién entre el receptor o, y las di-
hidropiridinas.

 Estudios realizados en corazén de cobaya (Mestre y col. 1984) muestran
que tanto el Ro 5-4864 como el PK 11195 disminuyen la fuerza contractil del
corazén. Estas acciones se realizan a través de los canales de calcio voltaje-
dependientes, );a que, el PK 11195 inhibi6 los efectos del BAY K8644 que activa
dichos canales (compuesto andlogo a la nitrendipina que actua incrementando
la conductividad de los canales de calcio voltage-dependientes) y no inhibié los
efectos de 1a histamina y el isoproterenol que activan indirectamente los canales
de calcio voltaje-dependientes (Mestre y col. 1986).

Por otro lado, hay una relacién entre los antagonistas del calcio y las
benzodiacepinas a nivel periférico, ya que, los efectos de los antagonistas del
calcio verapamilo y nitrendipino sobre el corazén de cobaya pudieron ser

inhibidos por el PK 11195. Mestre y col. proponen una clasificacién de los agen-
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tes que actuan a nivel del canal de calcio voltaje-dependiente:

- Por un lado el BAY K8644, el cual incrementa el flujo de calcio.

- Agonistas inversos como son los bloquequeantes del canal de calcio (verapami-
lo, nitrendipino y diltiazem), asi como Ro 5-4864, el cual actia disminuyendo el
flujo de calcio.

- El PK 11195, el cual no tiene ningun efecto sobre la conductancia del canal
por si mismo, pero bloquea los efectos de los agonistas y agonistas inversos es

considerado por estos autores como un antagonista verfiadero de este receptor.

Sin embargo, esta clasificacién implicaria la interaccién de los ligandos
en un sitio comun y la situacién real es mds complicada. Posiblemente puedan

haber interacciones alostéricas, ya que no presentan el mismo lugar de unién.

El canal de calcio voltaje-dependiente formaria parte de un complejo
macromolecular, donde existirian tres conformaciones diferentes en equilibrio

termodindmico: el estado de reposo, un estado activado y un estado inactivado.

. Agentes como el BAY K8644 estabi_lizarfari el estado activado y agentes
como los antagonistas del calcio estabilizarian el estado inactivado. Otros
bloqueadores del canal del calcio como el verapamilo, podrian actuar dis-

minuyendo la velocidad de recuperacién del estado de reposo.

El mecanismo de accién de las benzodiacepinas periféricas como Ro 5-
4864 seria mds tardio, ya que su efecto no es dependiente de la apertura del
canal. Por tltimo el PK 11195, actuaria sobre el estado de Teposo.

Se ha podido aislar por métodos cromatogréficos el lugar de unién de las
dihidropiridinas y el de unién de las benzodiacepinas periféricas demostrandose
de este modo, que estos lugares de uni6n constituyen moléculas diferentes. Asi

se identifica una protefna con un peso de 650 KD para el lugar de unién para
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las dihidropiridinas y otra de 23 KD para las benzodiacepinas (Doble y col.

1985). Aunque los dos sitios de unién son distintos pueden representar distintas
subunidades de un complejo macromolecular responsable de la apertura de los

canales de calcio.



63

4.-UPTAKE DE ADENOSINA

A nivel del sistema nervioso central ha adquirido un gran interés el papel
que puede desempefiar la adenosina como neuromodulador de funciones tales
como, la participacién en la calidad del suefio, disminucién de las convulsiones
y prevenir el dafio secundario del SNC debido a hipéxia o bien a una isquemia
cerebral. Se ha de diferenciar entre el termino "uptake" de adenosina, que
incluye el transporte de adenosina y su metabolismo dentro de la célula y el
termino "transporte de adenosina" que se define como el transferencia de

sustrato a través de la membrana celular en cada una de las direcciones.

4.1.-Inhibicion del uptake de adenosina.
- Inhibicién por vasodilatadores coronarios:

Dipiridamol, papaverina, y hexobendina han sido utilizados para el
estudio de la inhibicién del transporte de adenosina y del uptake de adenosina
en diversos tejidos.

Bender demostré en 1980 que el dipiridamol inhibe el uptake de la
adenosina en sinaptosomas a tiempos de incubacion largos (15 min) de manera
no competitiva, mientras que a tiempos cortos de incubacién (30 s) el dipirida-
mol inhibe el uptake de adenosina de manera campétitiva en sinaptosomas del
cerebro de rata. No se conoce la causa de tales diferencias, pero puede ser

debido a la existencia de m4s de un sitio de accién para el dipiridamol.

Plagamann y Richey en 1974, concluyen que el dipiridamol provoca una
disminucién de la velocidad mdxima del transporte de nucleésidos afectando el
movimiento del carrrier. El dipiridimol actiia en un lugar especifico del carrier,

porque puede inhibir competitivamente la unién de [°H]-nitrobenciltioinosina al
mismo. -
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La papaverina es un inhibidor del uptake de la adenosina en preparacio-
nes de sinaptosomas durante periodos de tiempo cortos (30 s). Por su parte, la
hexobendina es un inhibidor competitivo en sinaptosomas en periodos de
tiempo cortos (30 s). Sin embargo, a tiempos de incubacién largo (15 min) se
comporta como un inhibidor no competitivo.

- Inhibicién por ansioliticos

Los compuestos mds importantes de este grupo que actidan inhibiendo el
uptake de la adenosina, son las benzodiacepinas. Esta accién de las benzodiace-
pinas como inhibidores del uptake de la adenosina puede ser un factor

importante que contribuya a las acciones centrales de estos farmacos.

Wu y col. en 1981, demuestran una interaccién entre los lugares de unién
de las benzodiacepinas y los inhibidores del uptake de la adenosina, mostrando,
dipiridamol, hexobendina, papaverina y nitrobenciltioguanosina una inhibicién
competitiva de la unién de [*H]-diazepam. '

La unién del [*H]-diazepam a nivel central, se ve afectada por las purinas.

Entre estos compuestos el que presenta la mayor afinidad es 1-Metilisoguanosi-
na (Davies y col. 1980). '

En eritrocitos de rata se ha descrito, una interaccién entre el sistema
transportador de nucleésidos y las benzodiacepinas, tanto periféricas como
- centrales. El Ro 5-4864 es 1a benzodiacepina con més afinidad por el transpor-
tador aunque su afinidad es del orden micromolar. Asimismo, el Ro 5-4864
desplaza la unién de [*H)-nitrobenziltioinosina en eritrocitos humanos a con-
centraciones micromolares. Las benzodiacepinas que actian a nivel central
también inhiben la unién de dicho radioligando, siendo el flunitrazepam el que
presenta la mayor capacidad de desplazamiento (Hammond y col. 1981). De este
modo se puede concluir que existe un mecanismo de transporte de nucleésidos
por el cual las benzodiacepinas tienen baja aﬁnida}d, mientras que farmacos
como el dipiridamol tienen una alta afinidad (Hammond y col. 1983).
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-Inhibicién por fdrmacos antidepresivos.

Los antidepresivos triciclicos y los no triciclicos inhiben ambos el uptake
de la adenosina en sinaptosomas de cerebro de rata. Entre los antidepresivos
triciclicos mds potentes se encuentra la nortriptilina con una Cl,; del orden de
0.8 pM. La clomipramina tiene un valor de Cl,, de 26 pM. Los antidepresivos
no triciclicos son inhibidores muy débiles del uptake como es el caso de la
vilosacina con un valor de 0.1 mM.

-Inhibicién por esteroides:

Se ha relacionado la accién anestésica que tienen algunos esteroides con
la capacidad que presentan de inhibir el uptake de la adenosina. El acetato de
dexametasona, la progesterona, 17-8-estradiol y el 17-ua-etinilestradiol inhiben
el uptake de la adenosina a un rango de valores de CI,, entre 4.8 yM y 6 uM,
siendo esta inhibicién de tipo competitivo. La causa por la cual estos fdrmacos
actdan sobre el uptake de la adenosina es desconocida, posiblemente sea debido
a un mecanismo inespecifico o al hecho de que la inhibicién de la adenosina

kinasa por parte de los esteroides reduciria la velocidad de uptake de la
adenosina.
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5.- EL TRANSPORTADOR ATP/ADP MITOCONDRIAL

5.1.-Localizacién metabélica.

La mitocondria abastece al citosol de ATP, el cual es consumido por las
células eucariotas en los procesos dependientes de energia. La sintesis mitocondrial
de ATP se realiza en la matriz mitocondrial la cual estd separada del citosol por
la membrana interna. Debido a que esta membrana es impermeable a metabolitos
hidrofilicos, la transferencia de ATP al citosol y el retorno como ADP al espacio
miotocondrial interno (matriz) requiere un sistema especial de transporte. Un
transportador especifico para ADP/ATP ha sido caracterizado (Klingenberg y col.
1966) en mitocondria y cumple los requisitos de suministro de ATP al citosol siendo

pues, el Unico camino de salida de energia producido en la membrana interna
mitocondrial.

Otroé nucleé6tidos tales como AMP, GTP, GDP estdn conectados al sistema
ADP/ATP por reacciones de transferencia de grupos fosfato en ambos comparti-
mientos. Sin embargo, estos nucleétidos no pueden comunicarse directamente a
través de la membrana interna mitocondrial debido a que no existe un sistema de

transporte para ellos ya que el carrier ADP/ATP es altamente especifico y no
reconoce estos nucleétidos.

Una de las diferencias bdsicas entre la membrana mitocondrial externa yla
interna es su diferencia respecto a la permeabilidad. La membrana mitocondrial
externa-es permeable a moléculas que pueden llegar hasta un peso molecular de
4000 hecho de que la membrana externa sea muy permeable implica que las con-
centraciones de ATP, ADP y AMP que se encuentran entre el espacio de las dos
membranas sean proporcionales a las concentraciones citoplasméticas de dichos
nucleétidos, mientras que en‘el espacio matricial, 1a concentracién de nucleétidos
de adenina son totalmente independientes sus concentraciones exégenas. Se ha
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demostrado que la reserva de nucleétidos de adenina a nivel de la matriz
mitocondrial es un paso intermedio obligado para la formacién de ATP que serd
trasportado hacia el exterior (Klingenber y col. 1970).

5.2.-Inhibidores del carrier ADP/ATP

La naturaleza ha distinguido al carrier ADP/ATP desarrollando inhibidores
especificos y efectivos, los cuales debido a su papel clave en el transporte del
ADP/ATP los hace muy ttiles en el estudio del compartimento intracelular, Hay
esencialmente dos grupos de inhibidores: glucésidos originarios de plantas con un
grupo atractilogenina como es el atractilésido y bongkrekato y sus isémeros,
obtenidos a partir de bacterias. El atractilésido descubierto a partir de su efecto
téxico, fue clasificado como un inhibidor de la fosforilacién oxidativa (Bruni y col.
1962). Los dos grupos de inhibidores se distinguen por su muy alta especificidad
por el tranéportador.

Entre los derivados de la atractilogenina, el carboxiatractilésido es el
inhibidor m4s potente con una constante de afinidad de 10°M, presentando una
unién de tipo prédcticamente irreversible. El atractilésido presenta una menor
afinidad por el carrier siendo su constante de afinidad de 10"M y su unién es
parcialmenté competitiva frente al ADP y ATP. Los derivados del 4cido glucurénico
encontrados en Coffea arabica son mucho menos efectivos K,=10* a 10° y

presentan una inhibicién de tipo competitivo. El Bongkkrekato es también un
inhibidor competitivo del carrier ADP/ATP.

Los derivados del acil-CoA actian también inhibiendo el transportador
ADP/ATP. Parece ser que esta actuacién es mediante un mecanismo ineSpecfﬁco.
También el CoA por si mismo y el andlogo NADPH son inhibidores débiles del

transportador. Cabe destacacar que los inhibidores del carrier tienen en comin la



68

presencia en su estructura de tres a cuatro cargas negativas. Este requerimiento
es el mismo para los sustratos ADP* y ATP* y probablemente por esta razén AMP?
no es un sustrato del carrier.

membrono espacio membrong
CITOSOL mitocondrial intermembranal mitocondrial MATRIZ
exierno interna
NTP i '
fronsporis
NDP- de smz;c
KINASA electrones
NDP
] GTP
ATP ATP\ ATP
reacciones . sustrato
) 1" fosfaritador
consumidoros Carrier
) ADP/ATP i
de energia GIP
-
ADP ADP - ADP i
CIP=AMP Pi
tronsferosa
AMP - AMP
KINASA :
reserva endogeng
de nucleotidos
AMP

Figura 6.-Esquema de los movimientos de los nucleotldos de adenma (ATP-
ADP) a nivel mitocondrial. (Klingenberg, M. 1985).

5.3.-Cinética del transportador.

La caractenzaclén de la cinética del transportador ha sido dificil debido a su

elevada act1v1dad y a la baja reserva de nucleé6tidos que hay en el interior de 1a mi-
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tocondria. Estos dos factores hacen que la vida de equilibrio del transportador sea
extraordinariamente répida.

El intercambio de nucleétidos que lleva a cabo el transportador entre el
espacio extra e intramitocondrial corresponde & una relacién 1:1. Como puede
observarse en la gréfica las curvas que se obtienen son iguales pero inversas
(Klingenberg y col. 1967). Cabria esperar que la cinética de intercambio fuera de
primer orden si el pool endégeno de nucleétidos reaccionara en conjunto de forma
homogénea. Sin embargo, si las velocidades de salida para el AMP, ADP y ATP
fueran diferentes, la cinética no serfa homogénea. Asi, se ha comprobado que el
AMP es inactivo también en este proceso de salida. Ademas, la cinética mostrada
por el ADP y ATP endégenos son répidas con lo cual se obtiene una cinética
aproximadamente de primer orden.

La alta especificidad del carrier ADP/ATP queda demostrada por la exclusién
del AMP del transporte. También se ha observado que otros nuclestidos con bases
diferentes son virtualmente inactivos. Los nucleétidos derivados de la adenina y
que presentan una desoxiribosa, asi como andlogos en el grupo fosfato como son el
AMP-PNP y AMP-PCP presentan una cierta especificidad aunque es notablemente
inferior a la del ADP-ATP.

La exclusién del AMP del transporte indicaria la existencia de una adenilato
kinasa perimitocondrial (Plaffy col. 1965). La existencia en la matriz mitocondrial
de una GTP-AMP-Pi transferasa que est4 acoplada a un sistema de fosforilacién

de sustratos es importante en la conversién del AMP a ADP a nivel intramito-
condrial, | ‘

El carrier ADP/ATP es dependiente de la temperatura. La velocidad de
traslocacién se increma:qta més de 40 veces al incrementar la temperatura de 0-

30°C. Ello indica la necesidad de una energia de activacién elevada que puede
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explicarse desde el punto de vista de la existencia de una interaccién proteico-
lipidica en el proceso de traslocacién ADP-ATP.

5.4.-Caracterizacion del transportador

Est4 admitido que el carrier es una protefna, debido a que sélo un péptido
de peso molecular elevado puede tener la especificidad que tiene el centro activo
para moléculas tan grandes como son el ADP y el ATP. Tanto el ADP como el ATP
presentan lugares de unién a nivel mitocondrial distintos a los del carrier
ADP/ATP. Luego, s6lo la porcién ADP o de ATP que se une a la membrana
mitocondrial y que puede ser desplazada por el atractilésido se considera que es la
unida al carrier. Los estudios de afinidad con radioligandos han revelado la
existencia de dos lugares de unién para el atractilésido, un 20-30% de alta afinidad
y el resto con baja afinidad. Estos resultados fueron interpretados como el reflejo
de la orientacién del carrier, ya sea hacia dentro o hacia fuera de la membrana.
interna mitocondrial. Otra posible interpretacién, estaria basada en la existencia
de dos familias de sitios cada uno con alta y baja afinidad para el ADP, debido

posiblemente a diferencias del resultado de la alteracién de la estructura de la
membrana. ’

El bongkrekato, sorprendentemente, no desplaza al ADP de sus lugares de
unién, incluso incrementa la unién del ADP al carrier. Bajo estas circunstancias,
se ha definido la porcién del carrier como la diferencia entre 1a unién del ADP mi4s
bongkrekato menos la porcién no desplazada por el atractilésido. Esta diferencia
muestra claramente que el bongkrekato incrementa aparentemente la afinidad del
ADP por los sitios del carrier. Bajo 1a influencia del bongkrekato, el ADP parece
ser que se une casi irreversiblemente, por que no puede ser desplazado por un
exceso de ADP ni por el atractilésido. Esto explicaria el efecto inhibidor del
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bongkrekato sobre el transporte de ADP, ya que parece ser que previene la dis-
ociacién del ADP de 1a membrana.

La unién de [*S]-ATR y [**S]-CAT presenta notables diferencias. Asf la
afinidad del CAT es mucho mayor que la del ATR. La vida media de disociacién del
ATR es de 4 minutos mientras que el CAT presenta una vida media de disociacién
superior a los 400 min. La constante de disociacién para el CAT es 100 veces mds

pequefia que para el ATR.

5.5.-Mecanismo de reorientacion: transicion del estado "¢" y "m".

El transportador puede reorientarse en dos posiciones, una por la cara
interna y otra por la cara externa de la membrana mitocondrial y cada una de
estas orientaciones comportard una conformacién propia (Erdet y col. 1972;
Klingenberg y col. 1973). El transportador presenta tanto para los sustratos, ADP
y ATP como para los inhibidores un sélo lugar de unién. Dentro del proceso de
translocacién, este sitio puede estar abierto por la cara externa o bien por la cara
interna de la membrana mitocondrial. La transicién entre los dos sitios sélo es

posible cuando el lugar del carrier estd ocupado por ADP o ATP.

Mientras que los sustratos pueden unirse al transportador por los dos lados,
los inhibidores solamente lo pueden hacer en un estado. Asi CAT y ATR se unen

al transportador por la cara externa, mientras que el bongkrekato se une a la cara
interna.

Si no afiadimos al medio ADP, la unién del CAT y del ATR est4 favorecida
debido a que el transportador extrae moléculas de ADP y, ATP de las reservas
endégenas de nucleétidos de adenina y de este modo, la orientacién mayoritaria

serd hacia la cara externa de la mitocondria. En presencia de ADP o ATP la unién
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del bongkrekato estd favorecida debido a que reorienta de otra manera los lugares
vacios de la cara interna mitocondrial. De este modo se ha denominado a la
orientacién hacia la cara externa del carrier como "c" (citosol) y a la interna como
"m" matriz.

ADP-Tc < » TmM=ADP

KDP /ATP / o \_ ADP/ATP

Te - _’Tm

UV NEW) \H\
| PotNEmLY

CAT — Tm— PG ~ (NEM,UV)

BKA

//—'“_

CAT-Tc BKA = Tm — PG -~ (NEM,UV)

Figura 7.-Representacién de la transicién entre el estado "¢' y "m" del
transportador y la interaccién con los diferentes ligandos del transporta-
dor ADP/ATP mitocondrial (Klingenberg M., 1985).
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6.-MATERIAL Y METODOS

6.1- Obtencién del conducto deferente, préstata, vesicula seminal y
testiculos de rata.

Los animales de laboratorio utilizados han sido ratas Sprague-Dawley macho
adultas, de 250-275 gramos de peso (C.E.R.J., Le Genest Francia). Los animales
fueron estabulados en condiciones estdndar de temperatura (22 = 0.5°C) y
mantenidas en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (8 AM. a 8 P.M.) con libre
acceso al pienso (Letica IPM-R20) y al agua de bebid‘a. Las ratas se sometieron a

24 horas de ayuno antes de realizar cada ensayo.

Los animales se sacrificaron mediante traumatismo craneal y posterior
desanguinacién por arterotomia carotidea. Seguidamente se coloca el animal
sacrificado sobre una mesa quirdrgica donde se practica una laparatomia media,
que pone al descubierto el paquete intestinal. Se extraen posteriormente los tejidos
para el estudio depositdndolos en placas de Petri que contienen tampén Tris-
sacarosa a pH 7,4. Se limpian posteriormente los tejidos separando el tejido
conectivo y los vasos sanguineos. En el caso de la vesicula seminal se vacia el
contenido de semen. A continuacién, se trocean los érganos para facilitar su

homogenizacién en el Polytron manteniéndoles a una temperatura de 0-4°C.

6.2.-Obtencién de prdéstatas humanas

Las muestras han sido obtenidas a partir de intervenciones quirirgicas
practicadas en pacientes afectados de adenoma de préstata mediante reseccién
transuretral. Los fragmentos fueron congelados en nitrégeno liquido (-190°C) y

seccionados en un criostato a -22°C). El diagnostico fué establecido por el método
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de Rosai (1989).

6.3-Obtencién del extracto mitocondrial

Al érgano troceado y pesado, se le afiade tampén Tris-sacarosa pH 7,4 en
proporcién 1:10 (p/v). La homogenizaci6én se lleva a cabo en un Politron durante 20
5. a velocidad m4xima. El homogenizado se distribuye en tubos de centrifuga que
se someten a un proceso de centrifugacién de 3000 rpm durante 10 min. a 4°C. El
sobrenadante obtenido mediante este proceso, se centrifuga a 8000 rpm durante 10
min mds. El pellet obtenido se resuspende en el mismo volumen de tampén Tris-
Sacarosa y se vuelve a centrifugar durante 10 min a 8000 rpm. El pellet asi
obtenido es la preparacién cruda mitocondrial. Dicho pellet se mantuvo siempre
entre 0-4°C para evitar su degradacién antes de realizar el ensayo de determinaci-

6n de la concentracién proteica.

6.4.-Determinacion proteica: método de Bradford.

‘ ~ El método de cuantificacién proteica introducido por Bradford en 1975 tiene
la ventaja de ser rdpido y muy sensible, ya que permite la deteccién de cantidades
de protefna en el orden de microgramos. Este método se fundamenta en la
- utilizacién de un colorante Coomasie Brillant Blue G-250 que se une a la protefna
al cabo de dos minutos.

El complejo formado por el colorante y la protefna provoca un cambio del
mdéximo de absorcién del colorante de 465 nm a 595 nm.

La lectura de las muestras se realiza a una longitud de onda de 595 nm. A

diferencia de otros métodos como el de Lowry, no se producen interferencias
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debidas a iones como el potasio y el magnesio, EDTA y glicidos. Se observa pues,
la ventaja sobre la interferencia de compuestos salvo una serie de detergentes como
el Triton X 100 y detergentes comerciales que interfieren en la determinacién

mediante la alteracién del color del medio falseando los resultados.

6.5.-Descripcion del ensayo

Para realizar la determinacién proteica es necesario elaborar una recta
patrén con seroalbumina bovina al 0.025% p/v. Cada dilucién proteica, en un
volumen final de 50 pl contiene 2, 4, 6, 8, 10 ng de proteina por ml y 1 ml de
solucién colorante. Asimismo se prepara un blanco que contiene 0.1 ml de solucién
Tris-ClH pH 7,4 y 2 ml de solucién colorante.

-A partir del pellet redisuelto en 0.5 ml de tampén, se hace una primera
dilucién 1:10 con tampén Tris-CIH pH 7.4 y de cada disolucién se hacen tres mds, -
1:5. Al cabo de 15 min. de afiadir el colorante Bradford, se realiza la medida de la
absorbancia en un espectofotémetro Shimadzu UV-1203 a 595 nm. Los valores de
la concentracién proteica del pellet se obtienen interpolando las diferentes
absorbancias en la recta de regresién obtenida a partir de las diferentes diluciones
de seroalbumina bovina. Tras la determinacién proteica, los tubos que contienen
las suspensiones proteicas se almacenan a -30°C hasta su utilizacién en los ensayos

de unidn.
6.6.-Preparacion de tampones
Para la realizacién de los ensayos de unién es necesario trabajar en un pH

entre 7 y 8 ya que es el rango fisiolégico. El agente tamponante mds utilizado en

este tipo de ensayos es el tampén Tris-ClH (hidrocloruro de Tristhidroximetil)-
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aminometano a la concentracién de 1 M. A partir de esta disolucién se preparan
dos tipos de tampones:

Tampén Tris-HCl 50 mM:

Se utiliza para la incubacién del formaco marcado con la proteina y en las

diluciones de los formacos desplazantes. Su composicién es:

- Tris-HCI 1M : 50 ml
- NaOH 1IN c.s.p. pH 74
- H,0O destilada c.s.p 11.

Tampén Tris-HCl (sacarosa 250 mM):

Se utiliza en la obtencién de la preparacién mitocondrial, para mantener las
condiciones m4s idéneas para el 6rgano, una vez se haya extraido del animal de
experimentacién y para la centrifugacién del 6rgano una vez troceado. La
composicién es la siguiente:

 Tris-HC1 1 M 0.5 ml

-Sacarosa 855¢g
-NaOH — c.s.p pH 7.4

-H20 C.S.p 100 ml.
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Solucién de polietilenimina al 1% v/v:

Es necesario efectuar un tratamiento previo de los filtros con una

solucién de polietilenimina para disminuir la unién inespecifica como se explicard

posteriormente.
-Polietilenimina 50% 1ml
- H,O destilada q.s.p. 100 ml.

6.7.-Condiciones generales para determinar la uniéon de un ligando a un
receptor.

Para caracterizar un receptor es necesario, aparte de utilizar un ligando
especifico para dicho receptor, mantener unas condiciones especificas de
temperatura, pH, concentracién proteica tiempo de incubacién, para de este modo
obtener la mdxima unién especifica. La unién especifica es aquélla que se establece
entre el ligando y el receptor, y es imposible/ de determinar directamente ya que
también existe una unién inespecifica debido a la liposolubilidad del ligando que
se une por ejemplo a otros lugares distintos del receptor en el tejido, la atraccién
de cargas entre el ligando y lugares distintos del receptor e incluso al ligando que
se adsorbe en el filtro. La caracterfstica fundamental de la unién inespecifica es
que incrementa linealmente en funcién del incremento de la concentracién de
fdrmaco marcado, ya que no llega a saturarse. La unién especifica se obtiene por

diferencia entre la unién total sustrayéndole la unién inespecifica:
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UNION ESPECIFICA = UNION TOTAL - UNION INESPECIFICA

La unién inespecifica se obtiene incubando el ligando con la protefna y
adem4s con un exceso de un ligando frio que puede ser el mismo que utilizamos
radiactivo o uno distinto que presente una afinidad nanomolar para el receptor. La
concentracién del farmaco frio suele ser de 100 veces mayor que la K del ligando
marcado. Al haber una concentracién saturante de ligando frio y, al ser el proceso
de unién de un ligando a su receptor un proceso dindmico competirdn el ligando
marcado y el frio por 1a misma poblacién de receptores y se saturarédn todos los
receptores por el ligando frio. De este modo el liga‘ndo marcado s6lo se unird de

forma significativa a los lugares inespecificos.

Para caracterizar completamente un receptor es necesario realizar cuatro
tipos de ensayos: ensayos de saturacién, ensayos cinéticos de asociacién, ensayos
cinéticos de disociacién y estudios de competicién. Los ensayos de saturacién nos
permiten determinar la densidad de receptores en un tejido (B_,,) y 1a afinidad del
radioligando por el receptor que se expresa mediante la K. Los estudios cinéticos
de asociacién nos permiten determinar el tiempo necesario para que. el radioligando
se una al receptor y llege al equilibrio termodindmico y determinamos también la
constante de asociacién k,. Los estudios cinéticos de disociacién nos proporcionan
el valor de la constante de disociacién k ;. Mediante el cociente de la constante de
disociacién y la constante de asociacién se obtiene la K, que tiene que ser del
mismo orden que la hallada por los estudios de saturacién. Por dltimo, los estudios
de competicién nos permiten estudiar la especificidad farmacolégica por formacos
del mismo grupo o estudiar otros ligandos que se unan al receptor de estudio. Este
estudio permite la obtencién de la K| que es una medida de la afinidad del ligando
frio por el receptor o bien la CI;, que es la concentracién de ligando frio que

desplaza la 50% del radioligando unido especificamente al receptor.
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6.8.-Condiciones del ensayo
- Tiempo de incubacién:

Para los estudios de saturacién y de competicién el tiempo de incubacién ha
de ser el suficiente para llegar al equilibrio entre el radioligandoy el receptor. Cabe
destacar que el tiempo en que se tarda en conseguir el estado de equilibrio es
dependiente de la concentracién del radioligando, con lo cual se suelen usar bajas
concentraciones de radioligando para hallar dicho tiempo necesario de incubacién.

‘F + R : "FR

Para ello serd necesario realizar un estudio de unién a diferentes tiempos
y hallar el tiempo al cual se alcanza la saturacion.

-Temperatura

La unién del radioligando a su receptor varia en funcién de la temperatura.
Por ello, es necesario realizar ensayos para comprobar la temperatura mds
adecuada para que la unién especifica sea la mdxima. Mientras que‘ algunos
radioligandos necesitan temperaturas fisiolégicas, otros presentan una mayor unién
especifica a temperaturas entre los 0-4°C. La causa por la cual se explica este
hecho, podria ser una menor degradacién del radioligando, una disminucién de la

unién inespecifica y el hecho de que algunos radioligandos tienen una mayor
afinidad a bajas temperaturas.

-Regulacién del pH

Generalmente el pH deberia estar dentro del rango fisiolégico, entre 7 y 8.
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El tamp6n m4s utilizado es el Tris(hidroximetilaminometano (Tris), pero no
es necesariamente el mejor. Antes de realizar un estudio sobre un receptor es

necesario determinar cual es el tampén mds adecuado para el ensayo.

-Presencia de iones y GTP

Cationes monovalentes como el sodio y divalentes como el magnesio se
anaden algunas veces al tampén de incubacién ya que pueden aumentar o
disminuir la unién especifica del radioligando. Del mismo modo, el GTP se afiaden
al tampén de incubacién a concentraciones del ordep 100 pM. E1 GTP disminuye
la afinidad de agonistas para el receptor que se estd estudiando y puede convertir

un proceso de competicién bifdsico en una curva monoexponencial.

6.9.-Proceso de separacién del radioligando wunido al receptor del
radioligando libre.

Una vez el fdrmaco ha llegado al equilibrio y por lo tanto presenta la
maéxima unién al receptor, ha de separarse de alguna manera del farmaco libre.
Este proceso es, tal vez, el mds delicado debido ha que tiene que ser muy rdpido
para evitar que se altere el equilibrio del radioligando unido al receptor y, de esta

manera, poder obtener resultados homogéneos. La separacién puede realizarse por
tres técnicas:

- Separacién por didlisis.
- Separacién por centrifugacién.
- Separacién por filtracién.

Todos estos métodos son validos, pero cada uno tiene sus ventajas e |
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inconvenientes, de manera que la eleccién de cada método dependerd de las

carcteristicas del ensayo que se quiera realizar.
- Separacién por didlisis:

La técnica es teéricamente la mds idénea debido a que el equilibrio no se
altera. El procedimiento consiste en dos celdas de dialisis separadas en dos
cdmaras de volumen conocido por una membrana de didlisis que el radioligando
puede atravesar libremente pero no lo puede hacer la proteina. En una camara se
coloca la muestra a estudiar y en la otra la displucién del radioligando. El
radioligando tiene tendencia a igualar las concentraciones en los dos lados de la
membrana. Al llegar al equilibrio tendremos en un lado el radioligando unido al
receptor mds el formaco libre y en el otro lado tendremos el radioligando libre.
Debido a que la concentracién de radioligando libre es la misma en ambos lados de -
la membrana de didlisis por diferencia se obtiene la cantidad de fdrmaco unido al
receptor. Una ventaja de este método seria su utilizacién cuando el radioligando
presenta una baja afinidad para el receptor. La gran desventaja seria su in-

operatividad, debido a que no se pueden procesar una gran cantidad de muestras.

~ -Separaci6n por centrifugacién:

En este método una vez se ha llegado al equilibrio entre el radioligando y el
receptor se procede a la centrifugacién de la muestra. El pellet obtenido contiene
el radioligando unido al receptor y en el sobrenadante quedard el radioligando
libre. Uno de los problemas de este método es que el radioligando libre puede
quedar retenido en el pellet y esto originars un error. Para disminuir este error se
utilizan medios de alta densidad, como gradientes de sacarosa. Esta técnica se

utiliza cuando la unién inespecifica es demasiado alta en los filtros, o bien cuando
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la velocidad de disociacién del complejo receptor radioligando es elevada.

-Separacién por filtracién:

Es la técnica m4ds utilizada en los ensayos de unién de una radioligando a
su receptor. Una etapa crucial en esta técnica es la separacién del radioligando
unido del radioligando libre.

Es importante prevenir la disociacién del radioligando unido al receptor, ya
que éste es el parametro que medimos. Para ello lo que se intenta es que la
separacién sea lo mds rdpida posible utilizando la filtracién al vacio a través de
filtros de fibra de vidrio. El radioligando unido al receptor quedar4 retenido en el
filtro mientras que el radioligando libre atravesard el filtro. Otro problema de esta
técnica es reducir la unién del radioligando libre al filtro, para ello en este trabajo
se ha tratado previamente los filtros con solucién de polietilenimina 0.5% que
disminuye la unién del radioligando libre debido a cargas eléctricas. También
puede utilizarse albumina o gelatina. Una vez se ha retenido en el filtro el complejo
radioligando-receptor se lava el filtro con solucién de tampén para arrastrar de esta
manera el firmaco libre. Es muy impoi'tante que el proceso de filtracién sea rdpido,

ya que de esta manera se evitan los problemas de disociacién del complejo.

Las ventajas de esta técnica son la rdpidez y la posibilidad de procesar
volimenes muy grandes de muestras. El inconveniente es la reduccién de la unién
inespecifica a los filtros y la dificultad de utilizar esta técnica cuando el
radioligando presenta una baja afinidad por el receptor.

6.10.-Técnica del centelleo liquido

Una vez tenemos el complejo radioligando-receptor retenidos en el filtro los

depositamos en viales de pldstico. Los radioligandos utilizados en el presente
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trabajo estdn marcados con tritio el cual emite radiaciones 8. Una manera de medir
estas radiaciones es afiadir al vial de plastico un volumen de lfquido de centelleo
(10ml.). En el vial tiene lugar la formacién de fotones que se producen al
interaccionar la radiacién B con los disolventes orgdnicos que contiene el liquido de
centelleo. En un primer paso se produce la transformacién de la radioactividad en
radiacién electromagnética. En un segundo proceso se detecta y cuantifica
instrumentalmente la cantidad de fotones producidos.

-Proceso de centelleo:

Esta etapa tiene lugar dentro del vial que contiene el material radioactivo
y el liquido de centelleo. La composicién de este liquido se basa en el disolvente
y el liquido de centelleo. Los disolventes contienen grupos aromdticos que captan
la energia produciendose ionizaciones y excitaciones de moléculas. Esta energia es
transferida a las moléculas del liquido de centelleo las cuales resultan a su vez
excitadas retornando a su estado inicial emitiendo una energia en forma de fotones.

La finalidad de este proceso es producir una ampliaciénde la cantidad de
fotones que se emiten y una disminucién de su energia, para que se ajuste a las

caracteristicas del aparato contador y a las mds éptimas para cada radioisétopo.

-Proceso de deteccién y cuantificacién:

En este proceso se transforman los fotones emitidos en el proceso anterior
en impulsos eléctricos que son detectados en el aparato contador. Como la cantidad
de fotones producida es directamente proporcional a la actividad existente en el vial
para un radiocisétopo dado, a mayor intensidad de los impulsos registrados, mayor
serd la cantidad del formaco unido al receptor en la muestra. Los fotones que se
originan son captados por un fotomultiplicador, que no es m4s que una célula foto-

eléctrica , que bajo la accién de la luz desprende electrones.El proceso final es la
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ampliacién de la sefial para el posterior tratamiento electrénico.

Un concepto muy importante es la eficiencia de contaje (E) que es la relacién
entre las cuentas hallados por el contador de centelleo liquido, que normalmente
se expresan en cuentas por minuto (cpm) y la actividad real de la muestra que

viene dado en desintegraciones por minuto (dpm), de este modo tenemos la
relacién:

cpm

dpm

En una situacién ideal las cuentas por minuto detectadas por el contador
tendrian que ser iguales a las desintegraciones producidas con lo cual la eficiencia
seria igual a la unidad. Normalmente al afectuar el contaje existen pérdidas y la
eficiencia es inferior a la unidad. Para obtener el valor real de las desintegraciones
hay que conocer la eficiencia de contaje del aparato. Al conjunto de fenémenos que
impiden llegar al valor ideal de eficiencia se les denomina "quenching”. Los tipos

de quinching mds frecuentes son:

' Quenching por el color:

Si al poner 1a muestra radioactiva con el liquido de centelleo se producen
coloraciones, este color absorbe fotones, que impiden que las radiaciones puedan

salir del vial y por lo tanto se produce una pérdida de la eficiencia de contaje.
Quenching quimico:

Este quenching lo provocan sustancias como el alcohol, bases fuertes, agua

oxigenada, oxigeno y otras sustancias. Estos compuestos provocan una interferencia
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en el proceso de transferencia energética de la radiaci6én al disolvente y a las sus-
tancias de centelleo. Se forman de este modo menos moléculas excitadas lo cual se

traduce en un rendimiento mucho menor del que se tendria que obtener.

Es importante de este modo, realizar una curva de calibracién de la
eficiencia de contaje con el liquido de centelleo que se utilice y patrones de tritio
con una actividad conocida. Con esta curva de calibracién podremos saber la
eficiencia en cada vial y hallar las desintegraciones que se han producido. De este

modo sabremos la cantidad de radioligando unido.

6.11.-Tratamiento de los resultados

Los resultados obtenidos en dpm se introducen en un programa de ordenador
que calcula las constantes y representa las diferentes gréficas. El paquete de
programas utilizado ha sido el KINETIC, EBDA y LIGAND (McPherson, Munson
y Rodbard, 1980).

6.12.-Validacion del método.

6.12.1-Ensayos con cortex cerebral y conduto deferente de rata utilizando
[*H]-Diazepam.

Para validar el método empleado para la caracterizaci6n de receptores se
procedié. a un estudio comparativo entre la unién especifica del diazepam en dos
tejidos que tengan una poblacién de receptores muy diferentes. De este modo se
comparé a una concentracién determinada de radioligando el cértex cerebral de

rata que presenta una elevada densidad de receptores benzodiacepinicos centrales
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y por otro lado el conducto deferente de rata donde la poblacién de receptores
benzodiacepfnicos centrales es inexistente.

La metodologia para realizar el ensayo ha sido la siguiente:

la obtencién del cértex cerebral se ha realizado sacrificando a los animales por
decapitacién extrayéndose el cerebro de la cavidad craneana. El c6rtex se separa
del resto del cerebro y se homogeniza en el Politron afiadiendo un volumen de
tampén Tris-sacarosa correspondiente a diez veces el peso del érgano. La
concentracién proteica se determina por el método de Bradford, diluyéndose los
pellets hasta una concentracién proteica de 800 mg/ml. El radioligando utilizado
ha sido [*H]-Diazepam a una concentracién de 3nM. Para obtener la unién
inespecifica se ha utilizado diazepam frio a la concentracién de 10 uM. El tiempo
de incubacién ha sido de 15 min.

- Tabla 6.1.- Resultados del ensayo comparativo entre cortex
cerebral y conducto deferente de rata.

UNION TOTAL UNION ESPECIFICA | % UNION

(fentomols/mg) (fentomols./mg) ESPECIFICA
Cortex 2267.3 + 23.2 2110.2 = 31.65 93
Conducto 443+15 e e

deferente

Cada resultado es la experiéncid de tres experiencias realizadas por separado *
E.S.M.
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Como puede observarse, en este ensayo existen diferencias marcadas entre
los dos tejidos. En el caso del cértex se detecta una gran cantidad de unién
especifica a concentraciones muy bajas debido a la existencia de una elevada
poblacién de receptores benzodiacepfnicos centrales por los cuales el [°’H]-Diazepam
presenta una elevada afinidad. En el caso del conducto deferente, no se observa
una unién especifica a concentraciones tan bajas de radioligando debido a que no
existen receptores benzodiacepinicos centrales y ademds el diazepam presenta una
baja afinidad por el receptor ’benzodiacepfnico periférico.

6.13.-Valoracion de factores externos

6.13.1.-Influencia de la unién del radioligando libre al filtro

Enel preéente trabajo el método elegido para separar el radioligando unido
al receptor del radioligando libre ha sido la filtracién con ayuda del vacio. Los
filtros utilizados han sido Whatman GF/B de un didmetro de 2.4 0 2.5 cm. El
problema radica en que los filtros tienen unas cargas negativas y el radioligéndo
libre podré unirse al filtro cometiendo pues un error en la lectura. Para disminuir
esta unién inespecifica provocada por el radioligando libre, se hace un
pretratamiento del filtro con un polimero éatiénico como es la polietilerﬁmina. La
funcién de este polimero es neutralizar las cargas negativas disminuyendo pues la
unién del radioligando libre al filtro (Bruns y col. 1982).

Para evaluar en nuestro caso la cantidad de radioligando retenido en el filtro
se realizaron ensayos consistentes en incubar el radioligando [*H]-Ro 5-4864
(actividad especifica 81.3 Ci /mmol) con tampén de incubacién y al cabo de un
tiempo determinado se realizé la filtracién a través de los filtros y posteriormente
se lavaron los filtros dos veces con 4 ml de tampén de incubacién. Los filtros
estaban tratados con solucién de polietilenimina al 0.5% . En los ensayos realizados |
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la cantidad de radioligando retenido en el filtro se mantuvo siempre en un valor
medio del 2%.

6.13.2.-Influencia de la concentracion proteica

6.13.3.-Estudios realizados con [*H]-Ro 5-4864 en conducto deferente de
rata.

Al empezar un estudio sobre la caracterizacién de un receptor se parte
siempre de la hip6tesis de la naturaleza proteica del mismo. Para demostrar este
hecho es necesario realizar un estudio previo sobre la influencia de la concentracién
proteica en la unién del radioligando. Para realizar el ensayo se han elegido cinco

concentraciones proteicas 250 ng, 200 pg, 100 pg, 50 pg y 25 pg con una cantidad
de [°H]-Ro 5-4864 fija de 2 nM.
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- Tabla 6.2.- Resultados obtenidos del estudio de la influencia de la concentracién
proteica sobre la unién espectfica del ["H]-Ro 5-4864.

pg de proteina Unién especifica (DPM)
25 630.5 + 45.89
50 : 1379.9 + 259.11
100 4295.6 = 206.74
200 8079.0 £ 319.5
250 9239.1 + 986.6

Cada resultado es la media de tres experimentos + E.S.M.
La ecuacién de la recta resultante del estudio fue:

Y = 39.64 x - 231.42
r = 0.933 (P< 0.01)

La conclusién a que llegamos es la existencia de una relacién lineal dentro
del margen estudiado, entre la cantidad de proteina en el medio de incubacién y
el incremento de la unién especifica para el [’H]-Ro 5-4864. Esto demuestra que el

receptor periférico benzodiacepinico tiene una naturaleza proteica.
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Figura 6.1.- Representacién grafica de la influencia de la concentracién

proteica sobre la unién especifica del [°H]-Ro 5-4864 en conducto deferente
de rata.

6.13.4.-Influencia de la temperatura

La temperatura es un factor a tener en cuenta pues puede afectar la unién

del radioligando a su receptor. Para aumentar la sensibilidad del método se tiene \
que trabajar a unas condiciones de temperatura 6ptimas.
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Estudios previos realizados con [*H]-Diazepam, en mastocitos de rata se
demuestra que la unén de dicho radioligando varia en funcién de la temperatura
(Tanaguchi y col. 1980). Los resultados obtenidos indicaban que la temperatura
6ptima para obtener la mdxima unién especifica al receptor benzodiacepinico
periférico estaria entre 0°C-4°C. Asimismo, a medida que se aumentaba la

temperatura disminuia linealmente la unién del formaco.

El ensayo ha consistido pues, en realizar un estudio en un rango de
temperaturas creciente para ver como se afecta la unién del [PH]-Ro 5-4864 al
receptor benzodiacepinico periférico. Las temperaturas escogidas han sido: 0°C,
10°C, 25°C y 37°C. El tiempo de incubacién ha sido de 2h.

Conclusiones:

Los resultados obtenidos en el estudio indican que la unién éspecfﬁca del
[*H]-Ro 5-4864 al receptor benzodiacepinico periférico varia en funcién de la
temperatura. De este modo, se demuestra la existencia de una relacién lineal entre
los dos pardmetros. Se confirma que entre 0°C-4°C se obtiene la mdxima unién

especifica y que al aumentar la temperatura se produce una disminucién de la

unién especifica.
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-Tabla 6.3.- Resultados obtenidos de la unién especifica del [*'H]-Ro 5-4864
a diferentes temperaturas en conducto deferente de rata.

Temperaturas (°C) Unién especifica (DPM)
0 | 19221.8 + 1914.0
10 15031.0 + 3106.7
25 10868.5 + 1247.3
37 5455.0 = 295.7

Cada resultado es la media de tres experimentos = E.S.M.

La ecuaci6n de la recta de regresién resultante es la siguiente:

Y = 19566.0 - 374.8 x
r=0.994 (P < 0.01)
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Fig‘uré 6.2.- Representacion grifica del efecto de la temperatura sobre la
unién especifica del [*’H]-Ro 5-4864 en conducto deferente de rata.

6.13.5.-Estudios realizados con [°H]-PK 11195 en prostata de rata.
6.13.6.-Influencia de la concentracion proteica
Al igual que en el [°H]-Ro 5-4864 se ha realizado un estudio sobre la

influencia de la concentracién proteica en la unién de dicho radioligando a su

receptor, tal como se indica en la siguiente tabla.
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Tabla 6.4.- Influencia de la concentracién proteica sobre la unién
especifica del ["H]-PK 11195 en préstata de rata.

ng de proteina unién especifica (DPM)

25 | 1795 = 145
50 3096 = 500
100 7126 = 798
200 11344 = 637
250 14455 + 293

Cada resultado es la media de tres experimentos realizados por triplicado = E.S.M.
La ecuacién de la recta de regresién resultante es:

Y = 55.14 x + 670.45
r = 0.994 ( P< 0.01)

Con lo cual se demuestra también la relacién existente entre el incremento

de la concentracién proteica y la unién especifica del [°H]-PK 11195.
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Figura 6.3.- Representacion grifica de la influencia de 1a concentracién
proteica sobre la unién especifica del [*'H]-PK 11195 en préstata de rata.

6.13.7.-Influencia de la temperatura.

Se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre la unién del [*H]-PK
11195. Para ello se han elegido cuatro temperaturas que como se representa en la
siguiente tabla:
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Tabla 6.5.- Influencia de la temperatura sobre la unién especifica del [*H]-
PK 11195 en proéstata de rata.

Temperaturas (°C) Unién especifica (DPM)
0 7561 + 199
10 8922 + 599
25 9590 + 89
37 7246 = 807

Los resultados son la media de tres experimentos = E.S.M realizados por separado.

Como puede apreciarse, en el caso del [PH]-PK 11195 la unién especifica no

se ve influenciada de una manera tan patente como en el caso del [*H]-Ro 5-4864.
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Figura 6.4.- Representacién grifica del efecto de la temperatura sobre la
unién especifica del [*H]-PK 11195 en préstata de rata.

6.14.-Descripcién de los ensayos de union.
Incubacién:

La incubacién es el proceso por el que el radioligando interactia con el recep-
tor. Esta incubacién tiene lugar entre 0-4°C de temperatura, debido a que como ya
se ha indicado anteriormente a esta temperatura se obtiene la méxima unién
especifica. El tiempo de incubacién viene dado por los estudios cinéticos de
asociaéién, y ha sido en todos los ensayos de dos horas. Las concentraciones
proteicas han sido siempre las mismas para un ensayo determinado, es decir entre

100-200 ng de proteina en los 250 nl de volumen de incubacién.
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La reacci6n se inicia al poner en contacto 125 pl de la suspensién proteica
que contiene el extracto crudo mitocondrial a la concentracién de 0.8 - 1.6 mg/ml
con 125 pl de la dilucién del radioligando. Una consideracién importante es el
manejo del radioligando, ya que se ha comprobado que el almacenamiento de
diluciones del radioligando en la nevera aunque sea en periodos cortos de tiempo
degrada 1la disolucién del mismo, posiblemente sea debido al fdcil intercambio del
tritio con los hidrégenos del agua. Por otro lado, se recomienda el hacer diluciones
del radioligando en tubos de vidrio, porque hemos comprobado que las diluciones
en tubos de pldstico afectan al 'radioligando. Vemos pues, que lo mds recomendable
es extraer la cantidad necesaria del radioligando a partir de la solucién

(normalmente etanélica) que recibimos y trabajar lo mds rdpidamente posible.

El tubo que contiene el medio de incubacién se mantiene en el hielo hasta
que han transcurrido dos horas, momento en el que paramos la reaccién afiadiendo
4 ml de tampén Tris-HCl 50 mM pH 7.4 y posterior filtracién, en un aparato
conectado en una bomba de vacio, a través de filtros de fibra de vidrio Whatman
GF/B. Previamente los filtros se han tratado con solucién de polietilenimina al
0.5%. El filtrado se lava dos veces con 4 ml de tampén. Una vez el filtro estd seco
se coloca en un vial y se afiade 10 ml de cocktail de centelleo y la radiocactividad

presente en la muestra se lee al cabo de 24h.

Los radioligandos utilizados en el presente trabajo se han almacenado a

-30°C en la mismo disolucién etanélica que nos proporcioné el proveedor.

6.14.1-Ensayos de saturacién

En estos estudios se mantiene constante la concentracién protefca y el
tiempo de incubacién y lo que varfa es la concentracién de radioligando. La
cantidad del complejo radioligando-receptor se calcula en funcién del radioligando
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libre. A partir de este ensayo se obtienen dos constantes muy importantes para la
caracterizacién de un receptor como son la Kp, que mide la afinidad de un
radioligando por su receptor y la Bmax que nos indica la densidad de receptores
en un tejido. Cuanto més pequerio sea el valor de la K, mayor serd la afinidad del
radioligando por su receptor.

La ecuacién matemitica que relaciona la concentracién del complejo
radioligando receptor y la del radioligando libre es la siguiente:

Bmax F

Ky+F

donde B es la cantidad de radioligando unido, Bmax representa la cantidad
méxima de radioligando unido al receptor, es decir, el nliimero méximo de
receptores y F es la cantidad de radioligando libre. Esta ecuacién describe
aproximadamente una hipérbola rectangular, como se puede observar en la Figura
6.5. Cuéndo la concentracién de radioligando libre es igual a la Ky, la cantidad de |
radioligando que se ha unido al receptor es la mitad de la B.Qw La K es pues, la

concentracién de radioligando que ocupa la mitad del nimero méximo de

receptores.

El procedimiento consiste en preparai' diluciones del ra&ioligando a
concentraciones crecientes para de esta manera poder llegar a la ocupacién de todos
los receptores en el tejido de estudio. Como se ha indicado anteriormente, la
concentracién proteica permanecerd constante y de cada concentracién de radioli-

gando se hardn controles.
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Figura 6.5.- Evolucion de la unién de un radioligando a diferentes
concentraciones. UT: unién total. UL unién inespecifica. UE: unién especifica.

Cuando la K, sea demasiado elevada, ello implicard que la cantidad de
radioligando a utilizar para saturar los receptores deber4 ser también muy elevada.
Para ello lo que se hace en las diferentes diluciones, es mantener constante la
cantidad de radioligando alcanzarlas concentraciones necesarias parala saturacién
afiadiendo cantidades crecientes del reactivo frio. De esta manera haremos un

banco de diluciones con el compuesto frio tal como se esquematiza en la Figura
6Q6t
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0.017 mi 0.068 mi 0.193 mi 0.343 m! 0.504 mi
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Tampdn v v
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0.28 mi

0.02 mi
de tarmaco
tritiado
a cada tubo

Conc. total  N\_/ N NS NN T

(nM) en &l tubo , 50 42 74 130 190 250 330 410 480 550
ds incubacion

Figura 6.6.- Ejemplo de un ensayo de saturacién utilizando farmaco frio
en el medio de incubacién.

6.14.2-Ensayos cinéticos

En este tipo de ensayo, se pretende estudiar el tiempo en que se tarda en
saturar a una concentracién de radioligando determinada, el nimero méximo de
receptores. De esta manera obtendremos el tiempo necesario para llegar al estado
de equilibrio entre el radioligando y el receptor. Asimismo, mediante este estudio
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se obtiene la constante de asociacién (k,,) y la constante de disociacién (k).
Teniendo encuenta que:

los estudios cinéticos nos permiten la obtencién de la K, que tiene que ser del

mismo orden que la obtenida por los estudios de saturacién.

La metodologia de este ensayo consiste en la preparacién de los tubos de
ensayo, manteniendo constante la concentracién de radioligando y de proteina, y
variando el tiempo de incubacién de manera que se llegue al equilibrio. En nuestro
caso, se ha escogido un margen de tiempos desde el minuto hasta las dos horas (1,
3, 5,7, 10, 15, 30, 60°, 90’ y 120°). En cada tiempo se realiza la correspondiente
unién total y unién inespecifica con una concentracién de radioligando frio de
10°M.

Una vez se ha realizado el ensayo de asociacién, se ha de llevar a cabo los
cdlculos que nos permitan obtener la recta de regresién, la pendiente de la cual nos
dard el valor de la k,,. De manera alternativa, se puede calcular el logaritmo
neperiano de la cantidad de radioligando unido en el equilibrio (B,) dividido por la
diferencia entre B, y la cantidad de radioligando unido en el tiempo t (B) y la
representacién gréfica respecto al tiempo segiin 1a ecuacién:

InB,/B,-B= (k,; F+k,)t+k,t
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permite obtener una recta cuya pendiente es la k,,, tal como se indica en la
Figura 6.7.

40 r

3.2 +

24 r

16 | °

In (B, / B,~B)

08 r

0.0 ‘ : ' ' "
“ o 4 8 12 16 20

TIEMPO (min)

Figura 6.7.- Representacién del In (Be / Be - B) respecto al tiempo de
incubacién. El valor de 12 pendiente de la recta es la K,..

Otro tipo de estudio cinético es el de disociacién, donde el objetivo es
determinar la k ;. De este modo se incuban los tubos de ensayo con el radioligando
y la proteina el tiempo suficiente para obtener el equilibrio. Una vez conseguido,

se afiade una concentracién de reactivo frio a cada tubo para la disociacién del
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complejo radioligando-receptor. Se determina la unién a diferentes tiempos después
de haber afiadido una concentracién de reactivo frio 10°M. La representacién de
la unién especifica en funcién del tiempo nos permite obtener la curva de
disociacién. Por un programa de regresién no lineal puede obtenerse la k,. Otra
manera de obtener este valor es mediante la representacién del logaritmo
neperiano del cociente entre la unién especifica en un tiempo determinado (B) y la
resultante a un tiempo cero (B,) respecto al tiempo. La pendiente de la recta de
regresién nos permite obtener la k,. La Figura 6.8. representa esta grifica.

'nBIBo

1 ] } H H

0 10 20 30 40 50

TIEMPO (min]

Figura 6.8.- Representacién del In (B / Bo) respecto al tiempo de
disociacidn. '
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A partir del valor de k, se obtiene el valor de la vida media de disociacién:

0.693

k,

6.14.3-Ensayos de competicion

En este ensayo medimos la afinidad que tiene un determinado compuesto,
no radioactivo, para el receptor que estamos estudiando en funcién de la capacidad
de competir con el radioligando por el mismo receptor. En este caso la
concentracién proteica y la concentracién de radioligando se mantienen constantes
y lo que varia es la concentracién de competidor. El tiempo de incubacién en
nuestros ensayos ha sido de dos horas y pasado este tiempo se procede a la
filtracién de las muestras. A medida que se incrementa la concentracién de

competidor, l6gicamente cabe esperar que la concentracién de radioligando unido

al recptor sea menor.

Los estudios de competicién se realizan para demostrar una especificidad
farmacblégica, es decir, el farmaco (radioligando) que estamos estudiando tiene que
ser desplazado de su receptor, o mejor dicho, tiene que competir por el mismo
receptor con todos los farmacos del mismo grupo farmacolégico.

Si representamos la unién especifica frente al logaritmo de la concentracién
del competidor obtendremos una curva sigmoidea, tal como se representa en la
Figura 6.9., en el caso de la existencia de un sélo lugar de unién. La ecuacién que

relaciona la concentracién de radioligando unido con la concentracién de foirmaco
desplazante es la siguiente:
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Bmax F

F+K,(1+1/K)

la K es la afinidad del competidor por el receptor. La concentracién a la cual la

unién del radioligando es la mitad de la médxima se la denomina Cl, o
concentracién inhibitéria 50.

100
<
O got}
=
O
W 60}
7
ul
2 40
o
Z
= 20+
o
O"L { i 1 i |

-1 -10 -9 -8 =7 ) -5
LOG CONCENTRACION DE FARMACO (M)

Figura 6.9.-Representacién de la disminucién de la unién especifica
respecto a la concentracién de firmaco desplazante.
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6.15.-Estudios de uptake de adenosina.

La obtencién del tejido para la realizacién de este ensayo ya se ha indicado
en la seccién 6.1. Los tampones necesarios han sido: '

Tampén Hepes-sacarosa (pH 7.5):

Se utiliza para la homogenizacién del tejido y la obtencién del pellet
mitocondrial. Su composicién es la siguiente:

HEPES-Na ' 10 mM
Sacarosa 0.3 M

Tampén Hepes (pH 7.4):

Se utiliza para la incubacién de la [*H]-Adenosina. Su composicién es la
siguiente:

NaCl 140 mM
Sacarosa : 68 mM
Mg Cl, ' 2 'mM
Ca Cl, 1.3 mM
KHPO, 1.5 mM

HEPES-Na : - 10 mM
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6.16-Estudio del transporte de adenosina en la fraccién mitocondrial de
testiculo de rata.

La determinacién de la K, y la V_, se ha realizado incubando una
suspensién proteica de la fraccién mitocondrial de testiculo de rata (concentracién

0.4 mg/ml) conjuntamente con concentraciones crecientes de [*H]-adenosina.

En este caso y debido a los valores de K, en el rango micromolar que
presenta la adenosina por su transportador, se ha seguido el procedimiento
indicado en el apartado 6.14., manteniendo una concentracién constante de [*H]-

adenosina y afnadiendo adenosina fria hasta llegar a la concentracién deseada.

El tiempo de incubacién de la [*H]-adenosina, que se ha determinado por
estudios previos, ha sido de cinco minutos y la temperatura de realizacién del

ensayo se ha mantenido constante a 37°C.

Los estudios de inhibicién del transportador, para la determinacién de la
ClL,,, se han realizado preincubando la suspensién proteina con cantidades
crecientes‘ del farmaco frio durante 45 minutos. Pasado este periodo de tiempo, se
afiade la [’H)-adenosina y se inicia el proceso de uptake. Al cabo de los 5 minutos
se afiade tampén Hepes (pH= 7.4) y se procede a la filtracién de la muestra a
través de filtros Whatman GF/B. Los filtros se depositaron en viales de centelleo

y la reactividad retenida en el filtro se valoré al cabo de 24 horas en un contador

de centelleo.
6.17.-Tratamiento de los resultados.

Los resultados obtenidos, expresados en DPM se intruducen en el programa

de ordenador ENZFITTER para la determinacién de las distintas constantes.
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7..RESULTADOS
7.0.-Estudios de saturacion.

La interaccién firmaco-receptor se puede describir mediante una serie de
ecuaciones basadas en los principios de A.J. Clark en los cuales se postula que
los fdrmacos se unen a los receptores dependiendo de la concentracién de
fdrmaco y de receptor, mientras que los complejos fdrmaco-receptor dejen de
interaccionar proporcionalmente al ndmero de complejos formados. Esta
afirmacién implica que la interaccién firmaco-receptor obedece la ley de accién

de masas. De esta forma tenemos:

F+R &==————=x FR

donde F es el formaco, hormona o neurotransmisor, R el receptor, k, la
constante de asociacién y k, la de disociacién.

La velocidad de asociacién y de disociacién iniciales serdn
respectivamente:

V.= k, [FI [R]
V,= k, [FR]

El equilibrio se consigue cuando ambas velocidades se igualan:
k, [F1[R] = k, [FR]
de este modo:

[FR] k,

= K,, molar?

[F] [R] k,
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Pero lo m4s corriente es expresar la afinidad de un fdrmaco mediante la
K, (constante de disociacién en el equilibrio) y no mediante la K, (constante de

asociacién en el euilibrio). La Kj, es la inversa de la K,. De este modo:

Ky=k, / k,

En los ensayos de saturacién, como se ha comentado anteriormente en el
apartado de material y métodos, se determina la K, y el nimero médximo de
receptores, la B,,. Estos valores se obtienen realizando los ensayos de
saturacién a diferentes concentraciones de radioligando. La representacién
grdfica (eje de abcisas concentracién de radioligando y en ordenadas

radioligando unido al receptor) determina una hipérbola rectangular, descrita
por la ecuacién:

ax

b+x

Si Y= [*FR], x = [*F], b = K, y a = Ryop, luego:

[*F] [Ryord
[*FR] =

K, + [*F]

Se puede determinar la K como la concentracién de radioligando que

ocupa la mitad de los receptores, lo que se demuestra segun:

[Rror)
[*FR] =
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Igualando las ecuaciones:

2[*F] [Ryor]

[Rror] =
ky + [*F]
Dividiendo por [Rpoql):
kp + [*F] = 2 [*F]
con lo cual:
Kp = [*F]
Otra demostracién importante es que la planicie que es describe en la

grédfica representa la ocupacién médxima de receptores especificos para *F. Esto

se demuestra segiin:

[*F] [Rrord

[*F] =
ky + [*F]

[*FR] (Kp + [*F]) = [*F] [Rroql
[*FR] K;, + [*FR] = [*F] [Ryo,)
[*F] ([Rqor) - [*FR)) = [*FR] K,

[*FR] K,

[*F1 =
[Rrorl - (*FR]

Como que [*FR] tiende a [Ryo7), [*F] tiende al infinito ya que el cociente,

cuando el denominador es cero, equivale al infinito.
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Esta gréfica, en la que se representa la concentracién de firmaco marcado
respecto a su unién, nos permite determinar uno de los requisitos que deben
cumplirse en todo ensayo de caracterizacién de receptores: la saturabilidad. A
altas concentraciones de radioligando, se ocupan pricticamente todos los

receptores, ya que estos a una determinada concentracién proteica de tejido
estdn en un nimero limitado.

7.0.1.-Representaciéon de Scatchard.

A partir de los ensayos de saturacién se obtiene la representacién de
Scatchard (también denominada de Rosenthal) que nos permite determinar el
nimero mdximo de lugares de unién. De este modo, se representa en abcisas la
concentracién de fdrmaco unido (B o [*FR] frente al formaco unido dividido por
el farmaco libre ( B/F o [*FRJ[*F)).

Si tenemos en cuenta la ecuacién descrita anteriormente:

[*F] [Rpoql
(*FR] =
K, + [*F]
es lo mismo que :
(F) B,
B=
Kp+F

luego:

B) Kp) + (B) F) = (F) B,,.)
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dividiendo por F:

B/F) Kp) +B =B,,,

finalmente:

Kp Kp
que es una expresién lineal del tipo y= mx + b ya que:
BF=-(1/K;)B +B,_.,/Kp

De este modo, si un ligando interacciona con una poblacién de receptores
de un sélo tipo, se obtiene una recta cuya interaccién con el eje de abcisas
determina el valor de B,,,. La pendiente de la recta determina la -K,. Si la
poblacién de receptores no es homogénea, y las K, para cada subclase de
receptores no son iguales, se obtiene una curva que se puede descomponer en

dos rectas cuyas pendientes serdn la -K, para cada poblacién.

7.0.2.-Representaciéon de Hill.

La representacién de Hill es una transformacién que se obtiene a partir
de los ensayos de saturacién y que nos permite determinar si la interaccién
farmaco-receptor es bimolecular o no y si cumple la ley de accién de masas.

La ecuacién de Hill es la siguiente:

B (FI°

B, K+ [FI°



115

cuando n = 1, la interaccién obedece a la ley de accién de masas para
reacciones bimoleculares. En esta ecuacién, n es el nimero de lugares de unién
por moléculas de receptor. Para su representacién gréfica, esta expresién
matemadtica se puede transformar de forma logaritmica:

(B) (Xp) + B [FI° = B, [F]*
(B) (Kp) = B, - B) [F]®

B
KD,= {F]n
(Bmax - B)
B
KD’== [Fp»
(B.ax - B)
B [FI
(Bmax -B) KD,

aplicando logaritmos a ambos lados de la ecuacién obtenemos:

B

log = n log [F] - log K’
B, - B)

La pendiente de la representaciin de Hill, n, se la denomina coeficiente
de Hill ( también se representa como ny). Si el valor del coeficiente es igual a
1,1a Ky’ es igual a la K;,. En este caso, la poblacién de receptores ocupados por
el radioligando serd de un sélo tipo, siendo la interaccién entre el foirmaco y el
receptor de tipo bimolecular y cumpliendo la ley de masas. En el caso de que

hubiera m4s de una poblacién de receptores ocupados, el coeficiente de Hill
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también seria igual a la unidad si las afinidades del formaco por los diferentes

subtipos fueran iguales y los distintos lugares de unién no interactuasen entre

2

si.

En el caso de que este coeficiente fue:a mayor de 1 , existiria una
coperatividad positiva en la interaccién férmaco-receptor. Si el coeficiente de
Hill es menor de 1, hay diversas interpretaciones: puede existir una
coperatividad negativa, o puede ser que haya diferentes poblaciones de
receptores que no interactian entre si, o bién multiples estados
intercomvertibles en los cuales la afinidad varia.

Acontinuacién se representa las gréficas que se han obtenido apartir de
los estudios de saturacién en los diferentes tejidos estudiados utilizando como
radioligandos el [*H}-Ro 5-4864 y el [’H]-PK 11195. También se representan los
valores de la constante de disociacién en el equilibrio (Kp), la densidad de

receptores (B, ) y el coeficiente de Hill (ny) en cada caso.
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7.1.- Estudios de saturacién en préstata de rata utilizando [*"H]-PK 11195

como radioligando.

7500 r

6000 |- | . .

4500 |- ®

3000 }

1500 |

UNION ESPECIFICA (fmols/mg)

0 1 L ] ! i
0 5 10 15 20 25

I*H] PK 11195 (nM)

Figura 7.1.1.- Representacién de la unién especifica del [*H]-PK 11195
en préstata de rata.
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Tabla 7.1.- Unién especifica del [*H]-PK 11195 en préstata de rata.

Concentracién [*H]}-PK 11195 Unién espectfica (fmols/mg)
0.5 x 10°* 228 =+ 49

1x10°* 521+ 69

2 x10° 1072 = 252

5x10° 3107 = 122

10 x 10°® 4800 = 157

15 x 10° 5709 x 498

20 x 10° 6342 + 385

25 x 10°® 6374 x 752

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.1.2.- Representacién de Scatchard en proéstata de rata
utilizando [*H]-PK 11195 como radioligando.

Tabla 7.2.- Resultados de las experiencias de saturacion realizadas en
préstata de rata con [*H]-PK 11195, Los resultados son la media de tres

experiencias = E.E.M.

K, | B

max

1.561 = 0.03 6050 = 583 1.07 £ 0.03
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7.3.- Representacién de Hill en préstata de rata utilizando [*H]-PK
11195 como radioligando.
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7.2.- Estudios de saturacién en préstata de rata utilizando ["H]-Ro 5-
4864 como radioligando.
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Figura 7.2.1- Representacién de la unién especifica del [*H]-Ro 5-4864
en préstata de rata.
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Tabla 7.8.-Unién especifica del [*H]-Ro 5-4864 en préstata de rata.

Concentracién de [*H]-Ro 5-4864 Unién Especifica (fmols/mg)
0.5 x 10° 150+ 5
0.8 x 10° 281+ 24

1x10° ‘ 360 + 36

2 x 10° 665 + 45
4 x 10° 1028 = 210
8 x 10° 2234 = 364
10 x 10° 3542 + 761
15 x 10° 4370 = 709
20 x 10° 4621 = 867
30x 10° 4537 + 675

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.2.2.- Representacion de Scatchard en préstata de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando. |

Tabla 7.4-Resultados de las experiencias de saturacién realizadas en
prostata de rata utilzando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando. Los

resultados son la media de tres experiencias realizadas por separado ¢
E‘E‘M.

max nI-I

4.36 = 1.02 4164 = 873 1.00 £ 0.02
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Figura 7.2.3.- Representacién de Hill en préstata de rata utilizando [*H]-
5-4864 como radioligando.
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7.3.- Estudios de saturacién en vesicula seminal de rata utilizando [*H]-

Ro 5-4864 como radioligando.
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Figura 7.3.1-Representacion de la unién especifica del [*H]-Ro 5-4864 en

vesicula seminal de rata.
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Tabla 7.5.-Unién especifica del [*H]-Ro 5-4864 en vesicula seminal de rata.

Concentracién de [*H]-Ro 5-4864 Unién Especifica (fmols/mg)
0.5 x 10° 149 7
0.8x10° 1247 + 23

1x10° 350 x 64

2 x 10° 510 + 44

4 x10° 1144 = 165
8 x 10° 2249 + 567
10 x 10° 4288 + 512
15 x 10° 5135 = 581
20 x 10° 5500 = 610
30 x 10° 6300 = 278

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.3.2.- Representacion de Scatchard en vesicula seminal de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando. '

Tabla 7.6.-Resultados de las experiencias de saturacion realizadas en
vesicula seminal de rata con [’H]-Ro 5-4864. Los resultados son la media

de tres experiencias = E.E.M.

8.45 + 1.34 5978 = 1022 0.96 = 0.03
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Figura 7.3.3.- Representacion de Hill en vesicula seminal de rata

utilizando [*H]-5-4864 como radioligando.
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7.4.-Estudios de saturacién realizados en conducto deferente de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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Figura 7.4.1-Representacion de la uniéon especifica del [’H]-Ro 5-4864 en
conducto deferente de rata.
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Tabla 7.7.-Unién especifica del [*H]-Ro 5-4864 en conducto deferente de
rata.

Concentracién de [*H]-Ro 5-4864 Unién Especifica (DPM)

0.4 x10° 2910 = 157

0.6 x 10° : 5252 + 321

0.8 x 10°* 8375 + 897
1x 10° 10913 + 1536
2x10° 21998 = 3122
5x 10° ‘ 52042 + 6136
10 x 10°® 75297 + 8321
15 x 10°® : 107450 = 12312
20 x 10° 121780 = 15381
30 x 10° 151972 = 17587

Los resultados son 1a media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.4.2.- Representacién de Scatchard en conducto deferente de
rata utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.

Tabla 7.8-Resultados de las experiencias de saturacion realizadas en
conducto deferente de rata utilzando [°’H]-Ro 5-4864 como radioligando.
Los resultados son la media de tres experiencias realizadas por
separado = E.E.M.

5.22 = 0.56 _ 4926 = 565 0.99 £ 0.01
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Figura 7.4.3.- Representacién de Hill en conducto deferente de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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7.5.-Estudios de saturacién en adenoma de préstata humana utilizando
[*H)-PK 11195 como radioligando.
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Figura 7.5.1-Representacién de la unién especifica del [*H]-PK 11195 en
adenoma de préstata.



134

Tabla 7.9.-Unién especifica del [*H]-PK 11195 en adenoma de préstata.

Concentracién de [*'H]-PK 11195 (nM) Unién Especifica (fmols/mg)
5 2642 =+ 59
10 8776 + 288
15 5836 + 578
20 6156 = 656
40 8322 + 876
60 | 11150 + 1181
80 12690 + 889
140 13110 = 1108
180 15632 + 1786
250 16764 + 1576

Los resultados son 1a media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.4.2.- Representacion de Scatchard en adenoma de préstata
utilizando [*H]-PK 11195 como radioligando.

Tabla 7.10.-Resultados de las experiencias de saturacién realizadas en
adenoma de préstata utilzando [*H]-PK 11195 como radioligando. Los

resultados son la media de tres experiencias realizadas por separado =

12.00 = 2.42 13.924 + 2.454 0.95 + 0.06
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Figura 7.5.3.- Representacién de Hillenadenoma de préstata utilizando
[*H]-PK 11195 como radioligando.
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7.6.-Estudios de saturaciéon en adenoma de préstata humana utilizando
[*H]-Ro 5-4864 como radioligando.

15000
o
E
~
% 12000 }+ ‘ P
£
— e
< 9000} ° ¢
O
-

('
8 6000 |
[a N
193]
il ‘]
Z 3000 F
o
pd
5 >
o t } { [ {
0 100 200 300 400 500

[*Hl-Ro 5-4864 (nM)

Figura 7.6.1-Representacion de la unién especifica del [*H}-Ro 5-4864 en
adenoma de préstata.
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Tabla 7.11-Unién especifica del [*'H]-Ro 5-4864 en adenoma de préstata.

Concentracién de [*H]-Ro 5-4864 (nM) Unién Especifica
(fmols/mg)
10 642 x 35
26 1202 = 128
42 | 2478 = 257
74 4100 = 653
130 6602 + 722
190 8338 + 613
250 ' 8742 + 832
300 9258 + 1212
410 10208 + 1538
480 11728 + 17587

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM



139

0.060

0.052
w
c
O 0.044
—d
o
a 003
<
= 0.028

0.020 | .

1 W J 1 J
0 4000 8000 12000 16000 20000
UNIDO (pM]

Figura 7.6.2.- Representaciéon de Scatchard en adenoma de préstata
utilizando [*H]-5-4864 como radioligando. |

Tabla 7.12.-Resultados de las experiencias de saturacién realizadas en
adenoma de préstata utilzando [*'H]-Ro 5-4864 como radioligando. Los

resultados son la media de tres experiencias realizadas por separado =
E.EM.

188.38 + 16.46 13.630 = 1.878 0.93 £ 0.03




140

05
D 4 :
E
m
~ -o5f
m
o -0}
O
J .
s LE ' '
-8 -7 -6
LOG [LIBRE] (M)

Figura 7.6.3.- Representacién de Hill en adenoma de préstata utilizando
[’H1-Ro 5-4864 como radioligando.
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7.7.-Estudios de saturacién en realizados en préstata humana utilizando
[*H1-PK 11195 como radioligando.
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Figura 7.7.1-Representacion de la unién especifica del ["H]-PK 11195 en
proéstata humana.,
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Tabla 7.13-Unidn especifica del [’H]-PK 11195 en préstata humana.

Concentracién de [PH]-PK 11195 (nM) Unién Especifica (fmols/mg)
5 1904 =+ 69
10 4230 £ 270
15 4775 = 578
20 7005 £ 547
40 7698 + 686
60 8947 = 881
140 11334 = 908
180 12245 + 1186
250 10760 = 1261

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.7.2.-Representacién de Scatchard en préstata humana utilizan-
do [*H}-PK 11195 como radioligando.

Tabla 7.14.-Resultados de las experiencias de saturacién realizadas en
préstata humana utilzando [*H]-PK 11195 como radioligando. Los

resultados son la media de tres experiencias realizadas por separado *

14.6 £ 5.6 12155+ 1.3 0.98 £ 0.01
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Figura 7.7.3.- Representacién de Hill préstata humana utilizando *H]-
PK 11195 como radioligando.
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7.8.-Estudios cinéticos

En la interaccién de tipo bimolecular que se ha descrito anteriormente,
la k, representa la constante de asociacién mientras que la k, representa la
constante de disociacién. Las formulas que permiten la obtencién de estas
constantes se describen a continuacién.

La formacién del complejo [*FR] respecto al tiempo se puede expresar
como:

d{*FR]
(1) ——— =k, [*F][R] -k, [FR]
dt

En el equilibrio, 1a cantidad del complejo que se forma es la misma que
se disocia. Por lo tanto, d[*FR]} / dt = 0.

Se considera que en las condiciones de incubacién, [*F} es mucho mayor
que [R]. De esta forma, [*F] no varia mientras que [R] si lo hace a medida que
se forma mds [FR]. Luego, se puede considerar que la reaccién que se lleva a
cabo es de pseudo primer orden. Se denomina k,’ a 1a constante de pseudo
primer orden (k= k; [*F)).

También se cumple que {R] = [Ryy;] - [FR] y que la formacién de *FR
como ya se ha comentado, es cero. ‘

En el equilibrio tendremos de este modo:
k' ([Rpor}- [FR]) = k, [FR],,
k;’ [Ryoq]

K= -K/
[FRI,

Sustituyendo estas expresiones en la ecuacién (1):
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d[FR] [Rrord
= k," ([Ryoq] - [FRD - {k/ -k, [FR]
dt [FR],
d[FR] ((FR], - [FRD
= ky[Rror]
dt (DRI,
d[FR] k,' [Ryorl
= dt
((FR],, -[FRI] (FR],

Integrando esta ecuacién entre t, y t;:

((FR],, - [FR},)) k,’ [Ryor]
In = (tz - t})
((FRI,, - [FRI,) [FR],,

Para un valor de t=0:

[FR],, ., k; [Rpor)

In

i
ﬁ

(FR],, - [FR]) [FR],,

Como se ha indicado anteriormente:

K/ [Ryorl
k2 + Kl =

[FR],,

como k,’ =k, [F]
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entonces:
{FR],,
In =k, +k, [FDt
(IFR),, - [FR])

La constante observada (k_,) se define como (k, [D] + k,) = (k;’ + k).
Cuando In [FR],, / ([FR],, - [FR]) se representa respecto al tiempo, se obtiene

una recta en la cual la pendienta es la K,. Sus unidades son min™. De esta
manera, si conocemos la k,:

k, = (K, - k;) / [*F]
Para determinar 1a k, es necesario que las condiciones del ensayo sean

las adecuadas para que la asociacién entre el radioligando y el receptor sean
despreciables. Luego:

d[*FR]

= -k, [*FR]

dt

[*FR] es sustituible por [*F]. Por posteriores transformaciones se obtiene:
[*FR]
In = -k,t
[*FR],

donde [*FR] es la unién del radioligando a cualquier tiempo y [*FR], es
la unién al tiempo cero. La representacién del In [*FR] / [*FR], respecto al
tiempo muestra una pendiente igual a -k,. Las unidades también son min™.

En las siguientes pédginas se muestran las grdficas de asociacién y
disociacién junto con las representaciones que permiten determinarlas k,, y k
(k,) en los trabajos realizados. ‘
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7.8.-Estudios cinéticos realizados en préstata de rata utilizando [*H]-PK
11195.
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Figura 7.8.1.-Cinética de asociacién en préstata de rata utilizando [*H]-
PK 11195.
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Figura 7.8.2.-Representacién logaritmica de la cinética de asociacién del
[*H)-PK 11195 en proéstata de rata.

Tabla 7.15.-Resultados de los ensayos cinéticos de asociacién en
préstata de rata utilizando [*H]-PK 11195 como radioligando. Los
resultados son la media de tres experiencias + EEM.

k,,, (min?) k, (min™) k, min*MY) K, (M)

0.059 = 0.014 0.0051 = 0.0008 544 % 14107 0.11 = 0.005
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Tabla 7.16.-Estudios cinéticos de asociacién realizados en préstata de rata

utilizando [*H]-PK 11195,

Tiempo (min) Unién Especifica (%)
1 16 + 3
3 202
5 28 £ 7
7 383
10 45+ 4
15 625

30 836
60 94 x4
90 1005
120 100 = 2

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.8.3.-Cinética de disociacion en préstata de rata utilizando [*H]-
PK 11195 como radioligando.
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Tabla 7.17.-Estudios cinéticos de disociacién realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-PK 11195.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)
5 97 + 2
10 94 =7
15 77+ 4
30 65 +2
60 61+3
90 523

120 46 + 6
180 34 +3
240 28 =2
270 20 x4
300 17+1
360 10+ 3

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.8.4.-Representacién logaritmica de la cinética de disociacién
préstata de rata utilizando [*H]-PK 11195 como radioligando
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7.9.-Estudios cinéticos realizados en préstata de rata utilizando [*H]-Ro
5-4864.
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Figura 7.9.1.-Cinética de asociacién en pristata de rata utilizando [*H]-
Ro 5-4864.
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Figura 7.9.2.-Representacion logaritmica de la cinética de asociacion del
[*H)-Ro 5-4864 en proéstata de rata.

Tabla 7.18.-Resultados de los ensayos cinéticos de asociacién en
préstata de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando. Los
resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.

k,, (min) k, (min™) k,, (min? M%) K, (aM)

0.052 + 0.016 0.025 + 0.001 1.30 £ 0.78 107 3.34 +1.24
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Tabla 7.19.-Estudios cinéticos de asociacién realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)

3 251

5 31+3

7 39=+1

10 42+ 3

15 71+5

30 76 + 4

60 100+ 8

90 98+ 6
120 99 x4

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.9.3.-Cinética de disociacién en préstata de rata utilizando [*H]-
Ro 5-4864 como radioligando.
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Tabla 7.20.- Estudios cinéticos de disociacién realizados en préstata de
rata utilizando [*H}-Ro 5-4864.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)

5 89 %3

10 80 2

15 70+ 3

30 49 +3

60 241

90 12 + 2
120 5x1

Los resultados son 1a media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.9.4.-Representacién logaritmica de la cinética de disociacion

préstata de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando
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7.10.-Estudios cinéticos realizados en vesicula seminal de rata utilizan-
do [*H]-Ro 5-4864.
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Figura 7.10.1.-Cinética de asociacién en vesicula seminal de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864.
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Figura 7.10.2.-Representaciéon logaritmica de la cinética de asociacion

del [*H]-Ro 5-4864 en vesicula seminal de rata.

Tabla 7.21.-Resultados de los ensayos cinéticos de asociacién en
vesicula seminal de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.

Los resultados son la media de tres experiencias = E.E.M.

k.. (min?') k, (min?) k,, (min' M%) K, (mM)

0.032 = 0.008 0.021 = 0.003 5.50 = 2.80 10 648 = 2.85




162

Tabla 7.22.- Estudios cinéticos de asociacién realizados en vesicula seminal
de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)

3 40+ 2

5 ‘ ' 55+ 4
7 561

10 75«17

15 76 £ 3

30 895

60 ~ 97+ 10

90 100+ 8

120 99+ 4

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.10.3.-Cinética de disociaciéon en vesicula seminal de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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Tabla 7.23.-Estudios cinéticos de disociacién realizados en vesicula
seminal de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)

5 x5

10 : 76 £ 2

15 644

30 42+ 3

60 28 +2

90 ’ 12+1
120 : : 5=x1

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.10.4.-Representacién logaritmica de la cinética de disociacién
vesicula seminal de rata utilizando [°H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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7.11.-Estudios cinéticos realizados en conducto deferente de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864.
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Figura 7.11.1.-Cinética de asociacién en conducto deferente de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864.
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Figura 7.11.2.-Representacién logaritmica de la cinética de asociacién
del [*'H]-Ro 5-4864 en vesicula seminal de rata.

Tabla 7.24.-Resultados de los ensayos cinéticos de asociacién en
conducto deferente de rata utilizando [°*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
Los resultados son la media de tres experiencias £+ EEE.M.

k,, (min™) k, (min) k,, min'MY) K, (@M)

0.203 = 0.002 0.021 = 0.003 870 +0.70 10"  0.37 £ 0.02
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Tabla 7.25.-Estudios cinéticos de asociacién realizados en conducto
deferente de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864.

Tiempo (min) Unién Especifica (DPM)

3 12330 + 1530

5 ' 20015 = 1718

7 22254 = 1631

10 24353 + 1815

15 27911 + 1917

30 30992 x 2181

60 : 28114 = 1757

90 28220 + 1651
120 29026 = 1312

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.11.3.-Cinética de disociacién en conducto deferente de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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Tabla 7.26.-Estudios cinéticos de disociacién realizados en conducto
deferente de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864.

Tiempo (min) ' Unién Especifica (DPM)

5 23918 + 896
10 ' 20796 + 715
15 16796 = 517
30 8869 + 376
60 3447 = 175
9% " 1169 = 150
120 : 1447 = 182

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.11.4.-Representacién logaritmica de la cinética de disociacion
conducto deferente de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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7.12.-Estudios cinéticos realizados en adenoma de préstata utilizando

[FH]-PK 11195.
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Figura7.12.1.-Cinética de asociacién en adenoma de prostata utilizando

[*H]-PK 11195.
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Figura 7.12.2.-Representacion logaritmica de la cinética de asociaciéon
del [*H]-PK 11195 en adenoma de prdéstata.

Tabla 7.27.-Resultados de los ensayos cinéticos de asociacion en
adenoma de préstata utilizando [*H]-PK 11195 como radioligando. Los
resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.

k,,, (min)  k, (min) k,, (min? M?) K, (nM)

0.028 + 0.003 0.064 = 0.002 10.61 = 1.56 10°  0.62 = 0.072
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Tabla 7.28.-Estudios cinéticos de asociacién realizados en adenoma de
proéstata utilizando [*H]-PK 11195.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)
1 4 +4
3 42 + 6
5 51x3
7 50 +2
10 54 +3
15 6l1x4

30 74 + 6
60 _ 83+3
90 915
120 100 + 4

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.12.38.-Cinética de disociacién en adenoma de préstata utilizan-
do [*H]-PK 11195 como radioligando.
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Tabla 7.29.-Estudios cinéticos de disociacién realizados en adenoma de
proéstata utilizando [*H]-PK 11195,

Tiempo (min) Unién Especifica (%)
5 895
10 90 +3
15 775
30 68 + 2
60 50+ 4
90 37+3
120 33+4
180 | 25+ 6
240 17+ 2
270 11+ 4
300 12+ 1
360 10+ 3

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado * EEM
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Figura 7.12.4.-Representacion logaritmica de la cinética de disociacién
en adenoma de préstata utilizando [*H]-PK 11195 como radioligando.
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7.13.-Estudios cinéticos realizados en adenoma de prostata utilizando
[*H]-Ro 5-4864.
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Figura 7.13.1.-Cinética de asociacién en adenoma de proéstata utilizando
[*H]-Ro 5-4864.
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Figura 7.13.2.-Representacién logaritmica de la cinética de asociacién
del ["H]-Ro 5-4864 en adenoma de préstata.

Tabla 7.30.-Resultados de los ensayos cinéticos de asociacién en

adenoma de préstata utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando. Los
resultados son la media de tres experiencias = E.E.M.

k,, (min™) k, (min™) k,, (min? M?)

0.86 + 0.17 0.025 = 0.002 10.57 = 2.207
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Tabla 7.31.-Estudios cinéticos de asociacién realizados en adenoma de
proéstata utilizando [*H]-Ro 5-4864.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)

1 55+ 6
3 58 £ 7
5 65+4
7 75+ 8
10 85+4
15 95+ 9
30 100 £ 7
60 986
90 100+ 5
120 97+ 4

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.13.3.-Cinética de disociacién en adenoma de préstata utilizan-
do [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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Tabla 7.31.-Estudios cinéticos de disociacién realizados en adenoma de
proéstata utilizando [*H]-Ro 5-4864.

Tiempo (min) Unién Especifica (%)

1 74
3 62
5 50

10 31
15 25
30 16
60 9
90 4

120 5

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 7.13.4.-Representacion logaritmica de la cinética de disociacié
en adenoma de préstata utilizando [*H]-Ro 5-4864 como radioligando.
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7.14.-Estudios de desplazamiento

En este estudio determinamos cual es la capacidad de las diferentes
sustancias de competir con el radioligando por el receptor que estamos
estudiando. El parametro que determinamos en este estudio es la Cl;, que
corresponde a la concentracién de foirmaco competidor que disminuye la mitad
de la unién del radioligando al receptor. En la seccién de material y métodos ya
se ha explicado que se obtiene una gréfica que permiteobservar la disminucién
de la unién especifica en funcién de la concentracién de fodrmaco competidor. La
CI;, se calcula a partir de programas de regresién no lineal. También suele
utilizarse len los estudios de competicién el valor de 1a K| que representa la
afinidad de la sustancia competidora (o desplazante para el receptor de estudio).
El valor de la K se calcula a partir de la ecuacién de Cheng y Prusoff:

CI,

[*F]
1+

K,

Las curvas de desplazamiento también son analizadas por la
representacién de Hill. Este coeficiente se obtiene representando [% B_,, /(100%
- %B,..) frente a la concentracién de fdrmaco desplazante. La B_,, representa
la unién del radioligando al receptor en ausencia de desplazante y el
radioligando unido al receptor en presencia de desplazante se representa como
%B,..x- El coeficiente de Hill calculado a partir de la pendiente de esta
representacién si es igual a 1, implica un desplazamiento competitivo. Valores
del coeficiente estadisticamente significativos distintos de la unidad indican una

coperatividad negativa o bién la presencia de m4s de un lugar de unién.

En las siguientes pdginas se representan las curvas de desplazamiento
con los valores de CI;, conjuntamente con los valores del coeficiente de Hill.
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7.14.-Estudios de desplazamiento realizados con [FH]-PK 11195 en
prostata de rata.

7.14.1.-Estudios de desplazamiento con benzodiacepinas periféricas y
centrales.
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Figura 7.14.1-Estudios de competicion realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-PK 11195. Circulos negros: PK 11195. Cuadrados blancos:

PK 14105. Cuadrados negros: Ro 5-4864. Tridngulos: diazepam. Circulos
blancos: clonazepam. ‘
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7.14.2.-Estudios con inhibidores del uptake de la adenosina: NBTI y |
dipiridamol.
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Figura 7.14.2-Estudios de competicién realizados en prdstata de rata

utilizando [*H]-PK 11195. Circulos negros: dipiridamol. Cuadrados
negros: NBTI.
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7.14.3.-Estudios con sustancias que interactiian con el carrier ADP /ATP.
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Figura 7.14.3.-Estudio de competicion realizados en préstata de rata
utilizando [°H]-PK 11195, Circulos: carboxiatractiléside. Cuadrados: o-8-

metilen-ATP.
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7.14.4.-Interacciéon del lugar de unién del [*H]-PK 11195 con antagonis-
tas del calcio, antiandrégenos y el ligando endégeno.
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Figura 7.14.4.-Estudios de competicién realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-PK 11195. Cuadrados: Nitrendipino. Circulos: Flutamida.
Triangulos: Protoporfirina IX.
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TABLA A: Inhibicién de la unién especifica del [*'H]-PK 11195 en

préstata de rata por diferentes compuestos.

Compuesto Cl;, (nM) Pendiente
RO 5-4864 9.04 = 1.06 (3) 0.81 = 0.13
PK 11195 3.45 + 1.18 (3) 0.92 = 0.11
PK 14105 435 + 1.08 (3) 1.02 = 0.11
Diazepam 284.12 = 47.12 (3) 0.97 = 0.03
Clonazepam > 10.000 (3) w—eemmn
Flutamida 26.636 + 3.426 (3) 0.86 = 0.08
Nitrendipino 4.796 = 1.983 (3) 0.87 = 0.12
BAY K8464 5.758 = 1.657 (3) 0.89 + 0.09
Protoporfirina IX 5.050 = 3.203 (3) 0.33 £ 0.02
Atractilésido 6.457 = 2.027 (4) 0.11 = 0.08
o, 3-METILEN-ATP 13.717 + 5.169 (3) 0.24 = 0.04
Dipiridamol 141.54 = 53.46 0.81+0.14
NBTI 33.386 + 11.323 (3)

1.01 £ 0.15

Los resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.



190

7.15.-Estudios de desplazamiento realizados con [*H]-Ro 5-4864 en
prostata de rata.

7.15.1.-Estudios de desplazamiento con benzodiacepinas periféricas y
centrales.
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Figura 7.15.1-Estudios de competicion realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864. Circulos negros: PK 11195. Trisngulos
invertidos blancos: PK 14105. Cuadrados negros: Ro 5-4864. Triangulos

negros: diazepam. Tridngulos invertidos: clonazepam.
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7.15.2.-Estudios con inhibidores del uptake de la adenosina, antiandré-
genos y ligando endégeno.
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Figura 7.15.2-Estudios de competicion realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864. Triangulos invertidos: dipiridamol. Cuadrados
negros: flutamida. Tridngulos: ciproterona. Circulos: protoporfirina IX.



7.15.3.-Estudios con sustancias que interactiian con el carrier ADP /ATP.
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Figura 7.15.3.-Estudio de competicion realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864. Triangulos invertidos: carboxiatractilésido.
Cuadrados: atractilésido. Tridngulos: a-8-metilen-ATP.
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7.15.4.-Interaccién del lugar de unién del [*H]-Ro 5-4864 con antagonis-
tas del calcio.
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Figura 7.15.4.-Estudios de competicién realizados en préstata de rata
utilizando [*H]-Ro 5-4864 Cuadrados: Nitrendipino. Circulos; BAY K8464.
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TABLA B: Inhibicién de la unién especifica del ["H]-Ro 5-4864 en

proéstata de rata por diferentes compuestos.

Compuesto CI;, (nM) Pendiente
RO 5-4864 455 +0.23 (3) 0.91 + 0.05
PK 11195 1.89 + 0.39 (4) 097 £ 0.11
Diazepam 167.77 + 78.86 (3) 0.97 = 0.03
Clonazepam >10.0003) = emeeeee
Flutamida 7011 = 901 (3) 0.90 = 0.08
Ciproterona > 10.000 1.10 = 0.21
Protoporfirina IX 6831 x 2791 (3) 0.81 = 0.07
Atractilésido 12.83 £ 10.49 (4) 0.18 = 0.02
CAT 11.56 = 5.21 (3) 0.35 = 0.01
o,3-METILEN-ATP 1.06 £ 0.96 (3) 0.52 = 0.18

Los resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.
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7.16.-Estudios de desplazamiento realizados con [*H]-Ro 5-4864 en

vesicula seminal de rata.

7.16.1.-Estudios de desplazamiento con benzodiacepinas periféricas y

centrales.
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Figura 7.16.1-Estudios de competicion realizados en vesicula seminal de
rata utilizando [°H]-Ro 5-4864. Cuadrados: PK 11195, Circulos negros:

Ro 5-4864. Triangulos: diazepam. Circulos blancos: clonazepam.



196

7.16.2.-Estudios antiandrégenos y ligando endégeno.
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Figura 7.16.2-Estudios de competicion realizados en vesicula seminal de
rata utilizando [*H}-Ro 5-4864. Cuadrados: flutamida. Tridngulos:
ciproterona. Circulos: protoporfirina IX.
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7.16.3.-Estudios con sustancias que interactiian con el carrier ADP /ATP.
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Figura 7.16.3.-Estudio de competicién realizados en vesicula seminal de

rata utilizando [*H]-Ro 5-4864. Cuadrados: atractilésido. Circulos: a-8-
metilen-ATP.
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TABLA C: Inhibicién de la unién especifica del [*H)-Ro 5-4864 en
vesicula seminal de rata por diferentes compuestos.

Compuesto Cl;, (mM) Pendiente
RO 5-4864 15.55 + 4.40 (4) 0.95 = 0.12
PK 11195 445 x 0.37 (3) 0.92 = 0.02
Diazepam 72.87 + 8.74 (3) 0.87 £ 0.06
Clonazepam >100003) = eemeee
Flutamida 6320 = 1452 (3) 0.87 £ 0.16
Ciproterona >10.000 = eeeeeme-
Protoporfirina IX 3020 + 879 (3) 1.04 = 0.02
Atractilésido 10.92 + 3.49 (4) 0.44 = 0.06
o, B-METILEN-ATP 0.15 + 0.09 (3) 0.28 = 0.10

Los resultados son la media de tres experiencias = EEEM.
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7.17.-Estudios de desplazamiento realizados con [*H]-Ro 5-4864 en
conductc deferente de rata.

7.17.1.-Estudios de desplazamiento con benzodiacepinas periféricas y

centrales.
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Figura 7.17.1-Estudios de competicién realizados en conducto deferente
derata utilizando [°H]-Ro 5-4864. Circulos negros: PK 11195, Cuadrados:
Ro 5-4864. Triangulos: clonazepam.
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7.17.2.-Estudios con inhibidores del uptake de la adenosina y antagonis-

tas del calcio.
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Figura7.17.2-Estudios de competicion realizados en conducto deferente
de rata utilizando [*H]-Ro 5-4864. Tridngulos: nitrendipino. Cuadrados:
HNBTG.
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7.17.3.-Estudios con sustancias que interactiian con el carrier ADP /ATP.
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Figura 7.17.3.-Estudio de competicién realizados en conducto deferente
de rata utilizando [°H]-Ro 5-4864. Cuadrados: carboxiatractilésido.
Triangulos: a-8-metilen-ATP.
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TABLA D: Inhibicién de la unién especifica del [*H]-Ro 5-4864 en
conducto deferente de rata por diferentes compuestos.

Compuesto CI;, (nM) Pendiente
RO 5-4864 11.38 + 3.90 (3) 1.03 £ 0.1
PK 11195 10.06 + 4.60 (5) 0.76 + 0.08
Clonazepam s 10.000 (3) ——ee
Nitrendipino 1.513 = 319 (3) 0.16 = 0.05
HNBTG 185.06 = 50.54 (3) 1.10 = 0.21
Protoporfirina IX : >10000(2) = eeeeeee
DCC >10.000(2) e
CAT | 1.20 = 0.39 (4) 0.28 + 0.09
o,3-METILEN-ATP 0.002 % 0.001 (3) 0.13 + 0.01

Los resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.
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7.18.-Estudios de desplazamiento realizados con [‘H]-PK 11195 en
adenoma de préstata.

7.18.1.-Estudios de desplazamiento con benzodiacepinas periféricas y

centrales.
100 Pl

LR 0

o "% . ° o
A
O 80} 0.
=
>
LD . "
03 60 P .
L ol A
-
¥ B )
¥ 40
L o
-
— 20 I -
b2
o L i i 1 \"\ -~
-9 -8 -7 -6 -5 -4

LOG [DESPLAZANTE] (M)

Figura 7.18.1.-Estudios de competiciéon realizados en adenoma de
préstata utilizando [*H]-PK 11195. Circulos negros: PK 11195. Cuadrados
blancos: PK 14105. Cuadrados negros: Ro 5-4864. Triiangulos: diazepam.
Circulos blancos: clonazepam.
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7.18.2.-Estudios con inhibidores del uptake de la adenosina.
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Figura 7.18.2-Estudios de competicién realizados en adenoma de
prostata utilizando [°H]-PK 11195. Circulos negros: dlpmdamol Cuadra-
dos negros: HNBTG y triangulos: NBTI.
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7.18.3.-Interaccién del lugar de unién del [*H])-PK 11195 con antagonis-
tas del calcio y el ligando endégeno.
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Figura 7.18.3.-Estudios de competicion realizados en adenoma de
préstata utilizando [*H]-PK 11195. Cuadrados: Nitrendipino. Circulos:
Nifedipino. Tridngulos: Protoporfirina IX.
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TABLA E: Inhibicién de la unién especifica del [*H]-PK 11195 en

adenoma de préstata por diferentes compuestos.

Compuesto Cl;, (nM) Pendiente
RO 5-4864 1.073 £ 225 (3) 0.86 = 0.07
PK 11195 58.83 = 19.65 (3) 1.01 = 0.04
PK 14105 96.35 = 26.31 (3) 1.00 £ 0.01
Diazepam 2.381 + 448 (3) 0.83+0.12
Clonazepam >10000@)  eeeeees
Flutamida 26.636 + 3.426 (3) 0.86 = 0.08
Nitrendipino . 3.122 + 1.391 (3) 0.99 = 0.02
Nifedipino 5.234 + 1.568 (3) 0.89 %= 0.05
Dipiridamol » 1.320 + 880 (3) 0.71 = 0.04
NBTI 23.590 = 6.955 (3) 1.00 = 0.13

Los resultados son l1a media de tres experiencias + EEE.M.
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7.19.-Estudios de desplazamiento realizados con [*H]-Ro 5-4864 en
adenoma de prostata. :

7.19.1.-Estudios de desplazamiento con benzodiacepinas periféricas y
- centrales.
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Figura 7.19.1-Estudios de competiciéon realizados en adenbma de

prostata utilizando [*H]-Ro 5-4864. Circulos negros: Ro 5-4864. Cuadra-
dos: PK 11195, Tridangulos: diazepam.
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TABLA F: Inhibicién de la unién especifica del [*H]-Ro 5-4864 en
adenoma de préstata por diferentes compuestos.

Compuesto Cl,, (nM) Pendiente

RO 5-4864 256.7 = 100.75 (3) 0.90 = 0.06
PK 11195 1221.7 = 124.7 (3) 0.28 + 0.06
Diazepam 3049.7 + 1583.6 (3) 1.05 = 0.12

Los resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.
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8..ESTUDIOS REALIZADOS CON [*H]-ADENOSINA
8.1.-Estudios de saturacién con [*H]-adenosina.

- Tabla 8.1.-Resultados obtenidos a partir del estudio de saturacién con

[*H]-adenosina.

[’H]-adenosina (nM) [*H]-adenosina captada (pmols/mg)

10 - 212 + 26
100 3846 + 557

300 10229 + 1345
700 19451 + 1701

5000 40891 = 7221

10000 80485 + 13286

50000 | 181475 = 23725

100000 - 268171 = 24383
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Figura 8.1.1.-Rep§esentaci6n del uptake de [’H}adexiosina en funcién
de la concentracién de radioligando.
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Figura 8.1.2.-Representacién de Eadie-Hofstee del uptake de [*HI-

adenosina testiculos de rata.

Km, Vmax, (pmol/mg) Km, Vmax, (pmol/mg)

6.71+1.17 x 107 23.47 = 8.67 26.05 + 10.44 x 10°  320.77 = 112.34
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8.2.-Estudios cinéticos del uptake de [*H]-adenosina a mnivel
mitocondrial.

Tabla 8.2.-Cinética del uptake de [*H]-adenosina en mitocondria de rata.

Tiempo (min) Uptake (CPM)
0.5 1098 = 113
1 2552+ 7
3 3231 =+ 399
5 5640 = 590
7 5657 = 879
10

5603 = 311
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Figura 8.2.1-Representacién grifica de la cinética del uptake [*H]-
adenosina.
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8.3.-Estudios de inhibicién del uptake de [*H]-adenosina.

Tabla 8.8.1.-Inhibicién del uptake de [*Hl-adenosina por PK 11195.

Concentracién de fdrmaco % adenosina transportada
0 100
1x 107 96+ 1.7
1x10°® 86 + 3.7
5x10° 84 + 0.5
1x10° 78+ 2.9
5x 10° 44+ 20
1x10* 4 30+5.5

Tabla 8.3.2.-Tabla de inhibicién del uptake de [°’H]-adenosina por AHN
086.

Concentracién de farmaco % adenosina transportada
0 100
1x 107 93 £ 0.8
1x 10° 89 = 1.7
5x 10° 8326
1x 108 73 = 3.3
5x 10° 3113

1x 10* 152 3.5
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Tabla 8.3.3-Inhibicién del uptake de [*H]-adenosina por Ro 5-4864.

Concentracién de fdrmaco % adenosina transportada
0 100
1x107 90 + 1.0
1x10°¢ 84+ 3.1
5x 10°€ 65173
1x10° 54 + 6.5
5x 10° 37+23
1x10* 27+ 1.7

Tabla 8.3.4-Inhibicién del uptake de [*H]-adenosina por Diazepam.

Concentracién de farmaco % adenosina transportada
0 100
1x 107 ’ 88 + 3.2
1x 10 80 + 4.6
5x 10°¢ 71+£3.2
1x 106 57+ 4.0
5x 10° 40+ 2.8

1x10* 31+ 2.6
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Tabla 8.3.4-Inhibicién del uptake de [*H]-adenosina por OH-NBTI.

Concentracién de firmaco % adenosina transportada
0 100
1x10° 100
1x 108 , 90 + 3.6
1x 107 79+ 8.5
1x10° 72+ 7.3
5x 10° 67x5.3
1x10° 57+ 1.5
5X10° , 43+ 2.1
1X10* 4 33+1.3
5X 10* 11+1.3

1X10? 1012
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Figura 8.3.-Inhibicién del uptake de [*H]-adenosina: Circulos negros: PK
11195. Cuadrados: AHN 086. Tridngulos: Ro 5-4864. Trisngulos
invertidos: diazepam. Circulos: OH-NBTI.
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FARMACOS Y REACTIVOS

Se han utilzado los siguientes compuestos:

- [®°H]-Ro 5-4864, [*H]-PK 11195 y [*H]-adenosina (New England Nuclear).

- Ro 5-4864 (Fluka Chemie AG).

- PK 11195 y PK 14105 (Rhone-Poulenc Santé).

- Diazepam y Clonazepam (Hoffman-La Roche).

- Protoporfirina IX, S-(2-hidroxi-5-nitrobencil)-6-tioguanosina (HNBTG),
S-(p-nitrobenzil)-6-tioinosina (NBTI), atractilésido y carboxiatractilésido
Trizma-clorhidrico y Hepes (Sigma).

- Flutamida (Essex).

- Ciproterona (Shering AG).

-Nifedipino, Nitrendipino y BAY K8464 (Bayer AG).

- Sacarosa (Panreac).

- Albumina bovina (Merck).

Las soluciones stock de cada fArmaco se han realizado, en el caso del Pk
11195, Ro 5-4864, diazepam, clonazepam, ciproterona, flutamida, protoporfirina
IX, nitrendipino, nifedipino y BAY K8464 con etanol absoluto. E1 PK 14105 se
ha disuelto en dimetilsulféxido. El resto de los compuestos utilizados se han
disuelto en agua destilada.

Material fungible:

- Tubos de vidrio de borosilicato 12 x 75 mm (Corning).
- Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/B (2.5 mm).

- Viales de centelleo de 20 ml. (Aulabor).

Aparatos :

- Aparato de filtracién miltiple, Centrifuga preparativa Beckman J2-21,
homogenizador de tejidos (Polytron, Kinematica), contador de centelleo
liquido LKB Wallac 1217 Rackbeta.



