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DISCUSION

El método utilizado para llevar a cabo los ensayos de unién nos ha
permitido obtener una unién especifica superior al 90% en tejido de rata, tanto
para el [*H]-Ro 5-4864 y para el [*H}-PK 11195. En cambio, en tejido humano,
la unién especifica del [*'H]-PK 11195 se ha mantenido superior al 90% mientras
que la unién especifica del [°H]-Ro 5-4864 ha sido del 70%. Este descenso no se
debe a un problema del método utilizado sino a que este radioligando deja de ser
1itil para el estudio de la poblacién de receptores benzodiacepinicos periféricos

cuando nos apartamos de los roedores tal como se discutird m4s adelante.

Los estudios de saturacién han demostrado 1a presencia de una elevada
proporcién de receptores benzodiacepinicos periféricos para el [*H)-Ro 5-4864 en
la fraccién mitocondrial de conducto deferente, préstata y vesicula seminal de
rata presentando, asi mismo una elevada afinidad dentro de un rango
nanomolar. E1 [?’H]-PK 11195 presenta una mayor afinidad que el [’'H]-Ro 5-4864

en tejido de préstata de rata, aunque es del mismo orden nanomolar.

La diferencia mds patente entre ambos radioligandos se encuentra al
realizar estudios en la fraccién mitocondrial de adenoma de préstata humana,
donde el [*'H)-PK 11195 presenta una afinidad de orden nanomolar mientras que
el [*H]-Ro 5-4864 presenta una afinidad diez veces menor. Cabe destacar, a
pesar de la distinta afinidad que presentan los dos radioligandos, que ambos se
unen a la misma poblacién de receptores. Ademds en el estudio que hemos
realizado, la poblacién de receptores benzodiacepinicos periféricos en tejido

mitocondrial humano es muy superior al encontrado en tejido mitocondrial de

rata.

Debido a la menor afinidad que presenta el [*H]-Ro 5-4864 en tejido
mitocondrial humano nuestros estudios demuestran, al igual que los realizados
por Gavish y col. 1987 (que realizé un estudio comparativo entre ambos
radioligandos) que el [PH]-PK 11195 es el mejor radioligando para hacer
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estudios en especies distintas a los roedores, incluido el hombre.

Los coeficientes de Hill obtenidos en todos los casos, demuestran la
existencia de una sola poblacién de receptores para cada radioligando, tanto en
tejido de rata como en tejido humano y la ausencia de cooperatividad. Estos
resultados estdn en contradiccién con la hipotesis propuesta por Awad y Gavish
(1987) sobre la presencia de dos lugares de unién para el [*H]-Ro 5-4864 en
algunos tejidos de rata.

Los ensayos de unién realizados variando la temperatura, demuestran
que la unién especifica del [°H]-Ro 5-4864 varia en funcién de la misma,
disminuyendo dicha unién de manera proporcional al aumentar la temperatura.
En cambio, la unién especifica del [’H]-PK 11195 no se modifica de manera
significativa con el incremento de la temperatura. Estos resultados coinciden con
los estudios llevados a cabo por Le Fur y col. (1983) en los cuales se proponen
que el [*PHI-PK 11195 seria un antagonista del receptor benzodiacepinico
periférico debido a que su unién a este receptor no esta influenciada por cambios
en la temperatura de ensayo pero va acompaiiada de una variacién de la
entropfa. La unién del [PH]-Ro 5-4864 se ve afectada por las variaciones de

temperatura y ,por lo tanto, de una variacién de la entalpia.

Se ha demostrado una relacién entre la unién especifica del *H]-PK
11195 y del [*H]-Ro 5-4864 con el incremento de la concentracién proteica en
tejido de rata, lo cual demuestra que el receptor benzodiacepinico periférico,

como era de esperar, tiene una naturaleza proteica.

Respecto a los ensayos cinéticos realizados en tejido de rata tanto para
el ’H}-Ro 5-4864 y el [’H]-PK 11195, los resultados obtenidos en los estudios de
asociacién muestran en todos los casos una representacién de tipo monoexponen-'

cial. Ello confirma, la existencia de una séla clase de lugares de unién para los
dos radioligandos.

Estos estudios nos han permitido poner de manifiesto que la unién de
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ambos radioligandos con el receptor en tejido mitocondrial de rata se alcanza a

los 40 min. y se mantiene estable como minimo durante 2h.

La representacién logaritmica obtenida a partir de los valores de la
cinética de disociacién son perfectamente lineales para los dos radioligandos.
Estos resultados concuerdan con una cinética de primer orden y por lo tanto en
la disociacién de un solo tipo del complejo radioligando-receptor, lo cual nos
vuelve a evidenciar la presencia de una tinica clase de lugares de unién para
ambos radioligandos. El hecho de que la representacién logaritmica no presente
ninguna curvatura, descarta no tan sé6lo la existencia de distintos lugares de

unién sino fenémenos de coperatividad ya sea positiva o negativa.

Respecto al [*’H]-Ro 5-4864, su cinética de disociacién se ha llevado a cabo
con una t,, de 23.1 min. en conducto deferente, 27.73 en préstata y de 33 min.
en vesicula seminal de rata.

El [*HJ-PK 11195 presenta una t,, de disociacién de 135 min. en la
preparacién mitocondrial de préstata de rata. Ello indica que se disocia mucho
mi4s lentamente el complejo formado por el receptor-PK 11195 que el complejo
formado por el receptor-Ro 5-4864. Asf pues, el [°'H]-PK 11195 presenta una

unién de tipo pseudoirreversible ya que para disociarlo completamente de su
receptor son necesarias 7 horas.

De forma andloga el [PH]-Ro 5-4864 tarda 45 min. en alcanzar el
equilibrio termodindmico en fraccién mitocondrial humana. En cambio, con el
[®H]J-PK 11195 el equilibrio se alcanza a las dos horas. Al igual que en los

estudios realizados en tejido de rata la cinética de asociacién es de tipo
monoexponencial.

Los estudios cinéticos de disociacién en préstata humana, al igual que los
realizados en tejido de rata muestran una marcada diferencia respecto a la t,,,
ya que mientras la vida media de disociacién del [°H}-Ro 5-4864 es de 28 min.
la vida media del [°*H]}-PK 11195 es de 108 min. .
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La K; obtenida en los estudios cinéticos en preparacién mitocondrial
humana, corrobora junto a la obtenida por los estudios de saturacién, que el
[°’H]-PK 11195 presenta una elevada afinidad por el receptor benzodiacepinico
periférico humano.

Una vez demostrada la presencia de receptores periféricos benzodiacepini-
cos periféricos se ha procedido a confirmar que estos lugares de unién son
distintos al receptor benzodiacepinico central. Para ello se han realizado
estudios de competicién con [PH}-Ro 5-4864 y [H]-PK 11195 utilizando
benzodiacepinas que presentan una elevada afinidad por el receptor benzodia-
cepinico central, como es el caso del clonazepam, y benzodiacepinas con elevada
afinidad por el receptor benzodiacepinico periférico. El diazepam, fdrmaco
utilizado ampliamente en clinica por sus acciones ansioliticas, anticonvulsi-
vantes y relajantes musculares, desplaza la unién del [*H]-Ro 5-4864 con una
afinidad mucho menor. El clonazepam prédcticamente no desplaza 1a unién del
[®*H)-Ro 5-4864 del receptor benzodiacepinico periférico. El orden de afinidad
obtenido es pues el siguiente:

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

Queda demostrado pues, que el receptor que estamos estudiando en tejido
de rata, presenta un orden de afinidad que seria inverso al que presentaria el
receptor benzodiacepinico central con lo cual, el estudio de competicién nos
confirma que el receptor que estamos estudiando es el receptor benzodiacepinico
periférico. De forma andloga, los estudios de competicién realizados en tejido de
préstata de rata con [°H]-PK 11195 confirman los resultados obtenidos con [*HJ-

Ro 5-4864 y el orden de afinidad que presentan los compuestos benzodiacepini-
cos es el mismo.

Al realizar estudios de competicién en tejido préstatico humano utilizando
[*H]-Ro 5-4864 como radioligando con Ro 5-4864, se corrobora la baja afinidad

que presenta esta benzodiacepina para este receptor en tejido humano, ya que
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1a K, obtenida (254.00 nM) no fue significativamente distinta de la K, calculada
a partir de los estudios de saturacién.

Los desplazamientos realizados en este caso han demostrado que el
diazepam no es capaz de unirse con alta afinidad al receptor, como lo demuestra
el valor de la CIj,, que ha sido de 3049.73 nM.

En la misma preparacién, el Ro 5-4864 desplaza de modo competitivo el
[*H]-PK 11195 unido, por lo que se confirma que el [*’H]}-PK 11195 y [*H]-Ro 5-
4864 marcan una misma poblacién de receptores aunque con distinta afinidad.
El diazepam también presenta una afinidad de orden micromolar y el
clonazepam pricticamente no desplaza al [*H]-PK 11195 de sus lugares de

unién. Se establece pues un orden de afinidad en tejido humano que viene dado
por:

PK 11195 > PK 14105 >> Ro 5-4864 > Diazepam >> Clonazepam

Se ha postulado que la protoporfirina IX podria ser el ligando endégeno
del receptor benzodiacepinico periférico (Verma y col., 1987). En nuestros
estudios realizados en préstata de rata y vesicula seminal, este compuesto sélo

desplaza a concentraciones de orden micromolar la unién del [*H]-Ro 5-4864.

La unién del [*H]-PK 11195 no se vé practicamente afectada por la
protoporfirina IX ni en tejidos de rata ni en humanos. Este resultado concuerda
con los obtenidos en glioblastoma humano. Con 1o cual ponemos en entredicho,
al menos por los resultados obtenidos en nuestros estudios, el papel de la

protoporfirina IX como ligando endégeno del receptor benzodiacepinico
periférico.

Verma y Snyder (1989) proponen, que el lugar de unién delas benzodiace-

pinas a nivel periférico podria ser el canal aniénico voltaje-dependiente situado
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a nivel mitocondrial. En nuestros estudios realizados en conducto deferente de
rata la N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCCC), compuesto que se une especifica-
mente a este canal, no desplaza la unién del [*H]-Ro 5-4864 a sus lugares de
unién. Con lo cual se demuestra que el lugar de unién de las benzodiacepinas

a nivel periférico no estd relacionado con el canal aniénico voltaje-dependiente.

Cantor y col. (1984) pusieron de manifiesto una interaccién competitiva
entre las dihidropiridinas (a concentraciones micromolares) y los lugares de
unién "no neuronales” de las benzodiacepinas. Doble y col. (1985) sugiere que
los receptores benzodiacepinicos periféricos y los receptores dihidropiridinicos
son moléculas separadas que estarian solapadas en el mismo compartimiento
membranal a nivel de corazén de rata. En nuestros estudios realizados en tejido
de rata con [’H]-PK 11195, el nitrendipino interactia a concentraciones de orden
micromolar con el receptor benzodiacepinico periférico. De forma anéloga, los
estudios realizados en adenoma de préstata humana con dicha isoquinoleina,
confirman la relacién existente a nivel mitocondrial entre las dihidropiridinas
y las benzodiacepinas periféricas. Nuestros resultados confirman, la relacién
existente entre el receptor benzodiacepinico periférico y el receptor a dihidropiri-

dinas descrito por Zerning y col. (1988) de baja afinidad y alta capacidad, a nivel
mitocondrial.

La implicacién del receptor benzodiacepinico periférico en algiin proceso
metabélico parece cobrar especial interés en los wltimos afios, sobre todo a nivel
de la esteroidogenésis. Por ello, se ha llevado a cabo estudios de desplazamiento
con ciproterona y flutamida, antiandrégenos utilizados en patologias prostaticas.
En rata, a pesar de que el perfil de la curva de desplazamiento con ciproterona
permite suponer un comportamiento de tipo competitivo para este firmaco, no
se ha calculado el valor de 1a pendiente dado que no se ha conseguido un 100%
de desplazamiento debido a su baja hidrosolubilidad. Aunque la flutamida
presenta una baja afinidad por el receptor benzodiacepinico periférico de rata
(CI;, de orden micromolar), el perfil del desplazamiento y el valor de la
pendiente son indicativos de un proceso de tipo competitivo (Camins y col. 1992).

En la mitocondria, el colesterol sufre la rotura de la cadena lateral y se
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transforma en pregnenolona que a su vez es el precursor de la testosterona.
Esta reaccién, limitante y dependiente del AMP, parece ser potenciada por las
benzodiacepinas periféricas (Krueger, 1990). Tanto la testosterona como su
metabolito dihidrotestosterona (DHT) interactian con el receptor de la
testosterona: La reduccién de la testosterona se lleva a cabo en la préstata,
vesicula seminal y la piel.

Tanto la ciproterona com la flutamida compiten por la testosterona y la
DHT a nivel de los lugares de unién especificos de 1a hormona. Asf pues, los dos
fdrmacos interactian con un receptor que reconoce el micleo esteroidico y
también el receptor benzodiacepinico periférico, al que también se le pretende
tal funcién, Es pues, este resultado una forma mds de corraborar el papel del
receptor benzodiacepinico periférico en el control de la sintesis de derivados

esteroidicos en rata. Sin embargo ello no tiene lugar en humanos.

Estudios realizados en conducto deferente (Escubedo y col. 1992), préstata
y vesicula seminal de rata (Camins y col, 1992) demuestran una interaccién
entre el carrier ADP/ATP y el receptor benzodiacepinico periférico. Carboxiatrac-
tilésido y atractilésido, dos compuestos que se unen especificamente a dicho
carrier desplazan con alta afinidad (CI;, dentro de un orden nanomolar) la unién
del [’H]-Ro 5-4864 aunque de manera no competitiva. En cambio, el atractilésido
s6lo desplaza a concentraciones de orden micromolar la unién del [*H]-PK 11195
en prostata de rata. Ello permite suponer que la ocupacién del carrier ADP/ATP
modula la unién de las benzodiacepinas al receptor benzodiacepinico periférico
o en su defecto, que el carboxiatractilésido y atractilésido son ligandos poco
especificos de dicho carrier, y que reconocen también el receptor benzodiacepini-
co periférico, pero selectivamente el lugar del Ro 5-4864. El hecho de que los dos
ligandos del receptor benzodiacepinico periférico se vean afectados con distinta
afinidad por parte del atrédctilésido y del o,B-metilen-ATP (anslogo estable del
ADP) sugiere que los dos radioligandos se unen posiblemente a lugares distintos
del receptor tal como proponen Skowronski y col. (1987).

También se realizé un estudio a nivel de tejido humano para comprobar
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si el receptor benzodiacepinico periférico estd modulado por el carrier ADP/ATP.
Ni atractilésido, ni el o,8-metilen-ATP desplazan la unién del PH]-PK 11195.
Este resultado confirma que el receptor benzodiacepinico periférico en la especie
humana presenta una configuracién distinta que en roedores. El receptor
benzodiacepinico periférico humano prefiere estructuras isoquinoleinicas (PK

11195), y pierde el posible solapamiento con el carrier ADP/ATP que parece
existir en rata.

En trabajos previos realizados en 6rgano aislado, nuestro equipo de
investigacién, habia demostrado una interaccién entre las benzodiacepinas
periféricas y el sistema de transporte de la adenosina en conducto deferente de
rata (Escubedo y col. 1991). Esta interaccién se lleva a cabo a concentraciones
micromolares. Por ello para comprobar si existe una relacién entre el receptor
benzodiacepinico periférico y el sistema de transporte de la adenosina a nivel
molecular hemos realizado una serie de desplazamientos con sustancias
especificas de este sistema de transporte. En conducto deferente de rata el 2-
hidroxi-5-nitrobencil-6-tioguanosina (HNBTG) desplaza la unién especifica del
[*H]-Ro 5-4864 a unas concentraciones dentro del rango nanomolar (CI = 185
nM). Asi mismo, en préstata de rata, la nitrobenciltioinosina (un marcador
especifico del carrier de la adenosina) desplaza a concentraciones micromolares
la unién del [PH}-PK 11195. En adenoma de préstata humana, también
encontramos una interaccién a nivel micromolar entre el [*H]-PK 11195 y el
marcador del carrier de la adenosina. Nos encontramos al igual que con el
carrier ADP/ATP que o bien existe un sistema de uptake de adenosina en
mitocondria de rata, o bien los ligandos de este sistema de uptake reconocen el

receptor benzodiacepinico periférico, de manera m4s especifica el lugar del Ro
5-4864.

Por otra parte Benavides y col. (1988) han puesto de manifiesto la
utilidad de los ligandos especificos del receptor benzodiacepinico periférico para
la visualizacién de la topografia del dafio cerebral. Este uso se extiende a nivel
de enfermedades como la de Alzheimer, Parkinson y meningiomas. En todos los

casos se observa un incremento de la densidad de receptores benzodiacepinicos
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periféricos relacionado con la extensién de la lesién cerebral. Black y col. (1989)
sugiere que estos receptores pueden ser \itiles como marcadores tumorales del

sistema nervioso central en el hombre.

En 1990, Katz y col. encontraron un incremento en la densidad de
receptores benzodiacepinicos periféricos en las membranas de pacientes con
adenocarcinoma de colon y una disminucién en la densidad de dichos receptores

en células de carcinoma renales humano.

Los resultados que hemos obtenido comparando tejido prostdtico de
individuos sanos y de pacientes que presentaban una hiperplasia nodular
prostética utilizando [°*H]-PK 11195, muestran que no existe una diferencia
significativa en la densidad de receptores en ambos tejidos (Escubedo y col.
1992). La B,,, obtenida con préstata normal ha sido de 12.155 fmols/mg de
proteina frente a una B, de 13.924 obtenida en pacientes con hiperplasia
nodular. Asi mismo, no se observa una variacién significativa en la afinidad del
[*H]-PK 11195 en ambos casos ya que las K, obtenidas han sido de 14.6 en
tejido sano y de 12 en tejido hiperplédsico. Estos resultados ponen de manifiesto
la necesidad de reconsiderar el papel del receptor benzodiacepinico como
marcador de enfermedades hiperpldsicas, centrdndose en un papel como

marcadores gliales a nivel del sistema nervioso central.

El papel que desemperia el receptor benzodiacepinico mitocondrial en el
transporte de colesterol en su paso de la membrana externa a la membrana
interna mitocondrial (Papadopoulos y col 1990) y tras nuestros estudios de
competi6n realizados en tejido de rata y humano con compuestos que actian a
nivel del transporte de la adenosina e inhibidores del carrier ADP/ATP, nos

pareci6 correcto formular una posible hipé6tesis sobre el papel de este receptor,
no sélo en el transporte de nucledsidos. '

Se ha llevado a cabo un estudio en tejido de rata utilizando [*H]-
adenosina a nivel de caracterizar la presencia de un transportador de este

nucleésido a nivel de membrana mitocondrial. Hasta el momento, no se ha
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descrito en la bibliografia consultada ninguna referencia sobre la existencia de
un carrier de adenosina a ese nivel. Se ha comprobado que a los § min. es el
tiempo en el cual el transporte de adenosina es médximo. Los estudios de
saturacién realizados muestran la presencia de dos sistemas de transporte de
la adenosina uno de alta afinidad K_= 6 x 10”7 y uno de baja afinidad K= 26.05
x 10, La existencia de estos dos sistemas podria explicarse por la presencia de
enzimas a nivel mitocondrial que provocaran la formacién de metabolitos de la

adenosina, los cuales presentan una menor afinidad por este sistema de

transporte.

Una vez comprobada la existencia de un sistema de transporte de la
adenosina a nivel mitocondrial se ha realizado unas experiencias de inhibicién
del uptake de la adenosina con toda una serie de compuestos que presentan una
elevada afinidad por el receptor benzodiacepinico periférico. Todas los
compuestos utilizados inhiben el uptake de la adenosina a concentraciones
dentro de un rango micromolar, de este modo el PK 11195 presenta una Clg =
42.07 x 10%, el AHN 086 (ligando que se une irreversiblemente al receptor
benzodiacepinico periférico) presenta una Cl,= 32.47 x 10°%, 1a CI;, del Ro 5-
4864 fue de 20.6 x 10° mientras que la del diazepam fue de 34.26 x 10, Por
otra parte el clonazepam no presenta ningin efecto a nivel de bloquear el
transporte de adenosina a nivel mitocondrial. Estos resultados nos permiten
- concluir que 1a accién de las benzodiacepinas periféricas sobre el transporte de
la adenosina no se realizaria a través del receptor benzodiacepinico periférico
propiamente dicho. Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con los
descritos por Gorman y col. 1989, sobre la inhibicién del crecimiento celular por
parte de las benzodiacepinas a nivel periférico y sobre la inhibicién del uptake
de timidina. Los resultados propuestos por estos autores indican que el NBTI
no inhibe el crecimiento celular con lo cual se formula la hipétesis que el uptake
de la adenosina no juega un papel importante a nivel del crecimiento celular.
Lo que parece claro tras nuestros resultados es que las benzodiacepinas a nivel
pertiférico interactdan con un sistema de transporte de nucleésidos y que esta .

interaccién no serfa a través del receptor benzodiacepinico de alta afinidad.
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Por dltimo, parece ser que en rata las benzodiacepinas periféricas
interactian con los distintos sistemas de transporte a través de la membrana
mitocondrial, como el transporte de protoporfirina IX (Snyder y col. 1987), la
entrada, distribucién y disposicién del colesterol, el transporte de adenosina y
existen indicios que apuntan también hacia el intercambio de ADP/ATP.
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CONCLUSIONES

1.- Se ha identificado la existencia de receptores benzodiacepinicos en
conducto deferente, vesicula seminal y préstata de rata utilizando [*'H]-Ro 5-
4864. Con [*H]-PK 11195 se ha estudiado la presencia de receptores
benzodiacepinicos en préstata de rata. Ambos compuestos presentan una séla
clase de lugares de unién lo cual viene determinado por los coeficientes de Hill

obtenidos a partir de los estudios de saturacién.

2.- Los estudios cinéticos realizados en tejidos de rata confirman la
elevada afinidad que presentan los dos radioligandos por el receptor
benzodiacepinico periférico. Respecto a la cinética de disociacién, el [PH]-PK
11195 parece mostrar un carédcter pseudoirreversible debido a su elevada vida
media de disociacién.

3.- Los estudios de competicién realizados en fraccién mitocondrial de rata
confirman la baja afinidad que presentan para este receptor las tipicas

benzodiacepinas con accién central.

4.- Se ha demostrado que en rata la unién del [’H]-Ro 5-4864 es afectada
* de manerano competitiva por ligandos especificos del carrier ADP/ATP.La unién
del [PH]-PK 11195 sé6lo se ve afectada por concentraciones micromolares de estos
compuestos, lo cual indica que posiblemente estos dos radioligandos se unen a

lugares distintos del mismo receptor.

5.- Se ha demostrado una interaccién directa antiandrégeno-receptor
benzodiacepinico periférico en rata pero sélo cuando el compuesto presenta una
estructura no esteroidica.

6.- Los estudios realizados en préstata humana muestran la existencia del
receptor benzodiacepinico periféricopara el que el [*'H]-PK 11195 presenta una

elevada afinidad muy superior a la que presenta el [°"H]-Ro 5-4864.
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7.- La poblacién de receptors benzodiacepfnicos periféricos en préstata
humana es el doble que en rata.

8.- En la hiperpldsia nodular de préstata no se modifica la poblacién de

- receptores benzodiacepinicos periféricos respecto a muestras control.

9.- La protoporfirina IX presenta una afinidad muy baja para el receptor
benzodiacepinico periférico en roedores. En estudios realizados en préstata
humana este compuesto no es capaz de desplazar la unién del [*H]-PK 11195.

Por lo tanto no parece ser el supuesto ligando endégeno del receptor
benzodiacepinico periferico. '

10.-Las dihidropiridinas interactdan, tanto en rata como en humanos de
modo competitivo con el sitio de unién del [*H]}-PK11195.

11.- Se ha puesto de manifiesto una relacién entre el receptor
benzodiacepinico periférico y compuestos que presentan una elevada afinidad

por el sistema de transporte de la adenosina tanto en rata como en tejido
humano.

12.- Se ha descrito por primera vez la presencia de un transportador para
la adenosina a nivel de la membrana mitocondrial.

13.- Las benzodiacepinas periféricas interactian con el transportador de

adenosina mitocondrial a concentraciones micromolares.
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