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INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

La Farmacologia moderna intenta siempre explicar las acciones de los
farmacos mediante su interaccién con receptores especificos 0 mediante una
modulacién altamente selectiva de los sistemas enzimdticos y/o de neurotrans-

misién del organismo.

Las benzodiacepinas son un grupo de firmacos ampliamente utilizado, y sus
acciones sobre el sistema nervioso central son de sobra bien conocidas. Sin
embargo, en la década de los 80, se descubrieron una serie de acciones periféricas
de estos compuestos que no han estado suficientemente caracterizadas. Dichas
acciones derivarian de su interaccién con receptores especificos fuera del SNC: los

receptores benzodiacepinicos periféricos.

Parte de estas acciones periféricas han sido descritas por el grupo de
investigacién de esta Unidad, fundamentalmente mediante ensayos "in vitro" en
conducto deferente, duodeno, auricula y trdquea de rata. Asimismo, esta linea de
investigacién ha caracterizado el receptor benzodiacepinico periférico en
mitocondria de conducto deferente y vesicula seminal de rata mediante ensayos |
de unién de radioligandos, y ha iniciado dicha caracterizacién en préstata de rata

y adenoma de préstata humana.



Hacia falta, pues, continuar esta caracterizacién en préstata de rata y
adenoma de préstata humana para obtener un mejor conocimiento de estos
receptores, intentar determinar su papel fisiolégico y poder establecer posibles
diferencias a nivel de especie. Varios investigadores han descrito el incremento en
la densidad de receptores benzodiacepinicos periféricos en ciertos tumores respecto
al mismo tejido sano, y la utilidad de los ligandos de estos receptores como
marcadores tumorales. La préstata humana se convierte en un material biolégico
simamente 1til para investigar si la hiperplasia tisular implica un aumento en

la concentracién de receptores periféricos a las benzodiacepinas.

El hecho de que ciertas sustancias inhibidoras del transporte de nucle6sidos
interactien con el receptor benzodiacepinico periférico nos llevé a medir el
transporte de adenosina en la fraccién mitocondrial de testiculo de rata, y a
caracterizar por primera vez un lugar de transporte de nucleésidos en membrana
mitocondrial, lo cual abre una nueva linea de trabajo para nuestro grupo de

investigacion.
LOS OBJETIVOS de la presente memoria son los siguientes:

- Completar la caracterizacién del receptor benzodiacepinico periférico en
préstata de rata con [PH]Ro 5-4864 mediante la realizacién de diversos ensayos de

competicién.

- Caracterizar dicho receptor en préstata de rata utilizando [PHJPK 11195,
antagonista selectivo de dicho receptor y que, segiin describen varios investigado-
res, posee mayor afinidad que el Ro 5-4864 en varias especies, entre las que se
encuentra la especie humana. Para ello se llevardn a cabo estudios de saturacién,
cinéticos y de competicién. Ademds, se evaluard la influencia de la concentracién

proteica y de la temperatura sobre la unién de este radioligando.



- Completar la caracterizacién de estos receptores con [PHJPK 11195 en
adenoma de préstata humana mediante la realizacién de estudios de competicién

por diversas sustancias.

- Comparar la densidad de receptores benzodiacepinicos periféricos en

préstatas humanas afectadas de adenoma con la presente en préstatas control.

- Iniciar la caracterizacién del transportador de nucledsidos descubierto en
membrana mitocondrial mediante ensayos de transporte de [*H]adenosina y de
inhibicién de dicho transporte por diversas sustancias en la fraccién mitocondrial

de testiculo de rata.

El inicio de la caracterizacién del transportador de nucleésidos descubierto
en membrana mitocondrial marca el comienzo de una nueva linea de trabajo con
buenas expectativas en la profundizacién del conocimiento de las funciones

fisiolégicas de la mitocondria.



I.- PARTE TEORICA.



1.- LAS BENZODIACEPINAS.

1.1.- Generalidades.

Las benzodiacepinas constituyen un grupo de fdrmacos que ha llegado a ser
el mds prescrito de los psicétropos. El primer compuesto de este grupo, el
clordiazepéxido, fue sintetizado por error, cuando lo que se intentaba formar era
un N-6xido de quinazolina, y se introdujo en clinica a principios de los afios 60.
Posteriormente se comprobé que el clordiazepéxido se metabolizaba a 2-benzodia-
zepinonas, moléculas de igual o superior potencia y m4s féciles de sintetizar; este
descubrimiento llevé a la sintesis del diazepam, cabeza de serie de este nuevo

grupo de fdrmacos.

Diversas experiencias en animales 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, abriendo con ello un nuevo campo en el tratamiento de la ansiedad.

Todos los compuestos del grupo tienen en comiin el anillo benzodiacepinico,
sustituidos por nitrégeno en las posiciones 1 y 4 (1,4-benzodiacepinas) o, més

recientemente, en 1 y 5 u otros isésteros que incorporan diversos heterociclos.



Debido a su elevada liposolubilidad se distribuyen ampliamente por todo el
organismo, atravesando las barreras hematoencefilica y placentaria. Presentan un
elevado porcentaje de unién a proteinas plasmaiticas, en ocasiones superior al
90 %. Sufren metabolismo fundamentalmente hep4tico, ocasionando con mucha
frecuencia metabolitos también activos; datos a tener en cuenta en casos de
insuficiencia hepdtica y tratamientos prolongados. La eliminacién por orina de las
formas activas es reducida, siendo mayor la de sus metabolitos. Se excretan

también por la leche materna.

Segin la vida media de las formas activas en el organismo se clasifican en:
de accién corta, intermedia y larga. La via de administracién méds usada es la oral,

aunque en algunos casos también se usa la via endovenosa.

Estos firmacos presentan accién ansiolitica, miorrelajante central,
anticonvulsivante, antiepiléptica e hipnética. Han sustituido en gran parte a los
barbituratos y al meprobamato (firmacos que también presentan estas acciones)
ya que presentan menor incidencia de efectos indeseables, mayor margen
terapéutico y una accién ansiolitica mds marcada. En tratamientos largos pueden
producir farmacodependencia y tolerancia, pero la frecuencia de la aparicién de
estos sintomas y su gravedad es mucho menor que para los otros depresores del

sistema nervioso central.

Las benzodiacepinas son ampliamente utilizadas en el tratamiento de la
ansiedad, pero son ineficaces en la esquizofrenia y de discutida utilidad en el
tratamiento de la ansiedad no neurética. A dosis superiores a las ansioliticas
producen sedacién e hipnosis, siendo de utilidad en el tratamiento del insomnio.
El diazepam y clonazepam se usan también por via endovenosa en el tratamiento
de las convulsiones producidas en el status epilepticus o por agentes téxicos
(tétanos). También se usan como relajantes musculares, en la medicacién e
induccién preanestésica y en el tratamiento de la abstinencia producida por la

supresién del alcohol. La intoxicacién por benzodiacepinas puede revertirse con la
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administracién del antagonista flumazenil (Ro 15-1788).

1.2.- Receptores benzodiacepinicos.

Existen como minimo dos categorias de lugares de unién para las
benzodiacepinas. La méds conocida es la funcionalmente asociada al receptor del
4dcido gamma-aminobutirico (GABA), de localizacién limitada al sistema nervioso
central (SNC) y que se conoce como receptores benzodiacepinicos centrales.
La accién de las benzodiacepinas con los receptores centrales provoca los efectos
farmacolégicos antes descritos. Baestrup y Squires (1977) descubrieron lugares de
fijacién para las benzodiacepinas fuera del SNC, no relacionados con el GABA y
ampliamente distribuidos por todo el organismo, incluidos el encéfalo y 1a médula
espinal; pero con una distribucién y especificidad farmacolégica totalmente
diferente a la de los receptores centrales, denomindndose receptores benzodia-

cepinicos periféricos o mitocondriales por su distribucién subcelular.

1.2.1.- El receptor benzodiacepinico central.

En 1975, estudios electrofisiolégicos demostraron que las benzodiacepinas
producian una modulacién alostérica en el complejo macromolecular sobre el que
se une el dcido gamma-aminobutirico (GABA), principal neurotransmisor inhibidor
del SNC de los mamiferos (Haefeley y col. 1975).

La unién del GABA a su complejo receptor de las membranas sindpticas
(hasta hace poco denominado receptor GABA,) provoca la apertura del canal de
cloruro que contiene, lo cual conlleva una inhibicién de la neurotransmisién. La
interaccién de las benzodiacepinas agonistas con lugares especificos de este
complejo macromolecular provoca un cambio conformacional que aumenta la
afinidad del receptor por el GABA, con lo cual, el canal de Cl" estard mds tiempo

abierto y la inhibicién serd mayor.



Las benzodiacepinas que interaccionan con este receptor se pueden clasificar
como agonistas, antagonistas y agonistas inversos. Las usadas en clinica por sus
efectos tipicos ansioliticos, miorelajantes, etc. son agonistas. Los antagonistas
dificultan o inhiben la unién del agonista, mientras que los agonistas inversos
interaccionan con el receptor pero manifestando efectos opuestos a los que

provocan los agonistas (el canal se cierra, con lo cual disminuye la accién del
GABA).

Por otra parte, el complejo receptor del GABA presenta dos dominios més:
uno para moléculas del tipo picrotoxina y otro para moléculas de tipo barbiturato.
Los barbituratos pueden ademds bloquear directamente los canales de cloruro e

interferir los movimientos de calcio; de ahi su accién depresora mds potente.

En 1978 se demostré que el GABA y el muscimol (estructuralmente
relacionado con el GABA y agonista periférico de los receptores GABA,),
incrementaban la fijacién del diazepam tritiado en homogeneizados de tejido
cerebral, libres de GABA endégeno. Este efecto era estereoespecifico e inhibido por
la bicuculina, un antagonista del receptor GABAérgico. Estos descubrimientos
fueron fundamentales para dilucidar el mecanismo de accién central de las ben-
zodiacepinas. El hecho de que afnos mds 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
benzodiacepinicos que son capaces de desplazar potente y completamente las ben-
zodiacepinas 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 el CL 218872. Este compuesto era capaz de desplazar al
["Hldiazepam y al [*H]flunitrazepam de sus lugares de unién en cerebro de rata,

con un coeficiente de Hill distinto de la unidad.
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Figura 1.1.- 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).

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 8 carbolinas

presentan aproximadamente una afinidad 10 veces mayor por el subtipo BZ,.




En esta pdgina, se representan las estructuras quimicas de diversas
benzodiacepinas y otras sustancias relacionadas con los receptores benzodiacepi-

nicos.
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1.2.2.- Los receptores omega.

La aparicién de nuevas sustancias de estructura no benzodiacepinica pero
de gran afinidad por los receptores benzodiacepinicos llevé en 1988 a Langer y
Arbilla a postular la existencia de tres tipos de receptores benzodiacepinicos. De

este modo se establecieron tres subtipos de receptores benzodiacepinicos: ®,, @, y
W,

Los receptores w, y @, son receptores centrales, mientras que los @,
corresponden a los receptores periféricos. En la siguiente tabla se esquematizan

los ligandos especificos de cada uno de estos subtipos de receptores:

Nombre Nombre Agonistas o Antagonistas
antiguo propuesto agonistas inversos
BZ, Central ®, Zolpidem CGS 8216
CL 218872
3-CCE
BZ, Central ©, (-)* -)*
BZ Periférico W, Ro 5-4864 PK 11195
AHN 086 PK 14105

* Hasta el momento, no existen ligandos selectivos para el receptor ®,

Tabla 1.1.- Clasificacién de los receptores benzodiacepinicos propuesta por Langer
y Arbilla.

El zolpidem es una imidazopiridina que muestra elevada afinidad por el

receptor w, y que produce sedacién e hipnosis a dosis menores que las anticonvulsi-
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vantes, mientras que las benzodiacepinas presentan una actividad anticonvulsi-

vante a dosis inferiores a las que producen sedacidn.

Mediante estudios autorradiogrdficos y de fotoafinidad se diferencié la
localizacién de los receptores o, y o,. La diferente localizacién cerebral de los sitios
®, ¥y @, y los efectos observados en animales con el zolpidem permiti6 formular
hipétesis en cuanto al posible papel que pudiera desempenar cada subtipo. El
hecho de que los receptores w, estén localizados preferentemente en las zonas
corticales sensomotrices y en los lugares sensomotores taldmicos sugiere que este
subtipo de receptor pudiera estar implicado en los efectos hipnéticos. Por el
contrario, la localizacién en regiones limbicas de los ,, asi como en la amigdala
y en el hipocampo, podria responsabilizarle de los efectos ansioliticos y anticonvul-
sivantes. La presencia exclusiva de receptores w, en la médula espinal indicaria

que estos sitios estdn probablemente implicados en los efectos miorrelajantes.

En 1991, Doble y col. postularon la existencia de hasta seis subunidades o
en el receptor GABA, (hasta el momento se creia que sélo estaba constituido por
dos subunidades o y dos B), invalidando asi la nomenclatura en subtipos ® al

dejarla incompleta.
1.2.3.- Multiplicidad de los receptores benzodiacepinicos.

Diferentes experimentos han llevado recientemente a formular la atractiva
hipétesis de la existencia de multiplicidad en los receptores benzodiacepinicos
centrales. Segin esta idea, existirian distintos subtipos de receptor en diferentes
dreas cerebrales segin su funcién fisiolégica. En un inicio se sugirieron dos
subtipos para el receptor GABA,: BZ, y BZ,. E1 BZ, estd presente en todo el
encéfalo, pero predomina en el cerebelo, mientras que el BZ, se encuentra

principalmente en cértex, hipocampo y médula espinal.

Se supone que el receptor GABA, estd formado por tres subunidades: a, B
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y Y. Se han clonado los ADN que codifican las posibles isoformas de dichas
subunidades y todos los resultados apuntan a que las responsables de la
multiplicidad de estos receptores son las subunidades a. De este modo se han
encontrado al menos seis fenotipos de subunidad a, nombradas mediante nimeros
del 1 al 6 (Doble y Martin, 1991). Hasta el momento, se dispone de un ligando
selectivo para la subunidad a1, el zolpidem. Para la subunidad a6 se dispone del
agonista inverso sarmazenil y parece ser que la isoforma BZ, podria estar

implicada en los efectos farmacolégicos del etanol.

En la siguiente figura se esquematiza mediante un diagrama de Venn la

farmacologia de los lugares de reconocimento a benzodiacepinas a (1-6):

a1

‘a2 a3 o5

Figura 1.2.- En la caja 1, todos los receptores tienen alta afinidad por muscimol
y sarmazenil. En la caja 2 todos tienen alta afinidad por el diazepam. En la 3,
todos los receptores tienen baja afinidad por el diazepam. La caja 4 contiene los
anteriormente llamados BZ,: alta afinidad por el CL218872 y el zolpidem. La caja
5 comprende los antiguos BZ,: baja afinidad por el CL218872 y el zolpidem. La
afinidad por el zolpidem y B-CCE es: caja 4 > 6 > 7. Afinidad por el CL218872: caja
4>7>6
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2.- EL RECEPTOR BENZODIACEPINICO PERIFERICO.

2.1.- Definicion.

En 1977, Baestrup y Squires describieron nuevos lugares de fijacién para
el [PH]Diazepam en rifién y, posteriormente, se describieron en casi todos los
tejidos, incluido el SNC. Estos nuevos sitios de unién eran diferentes del receptor
GABA,, presentando respecto a él diferente especificidad por diversas sustancias
(ver tabla 2.1). A este nuevo tipo de receptores se les denomina receptores
benzodiacepinicos periféricos (RBPs) debido a su inicial descubrimiento en tejidos
ajenos al SNC. Debido a que se localizan principalmente en mitocondria, también

se les denomina receptores benzodiacepinicos mitocondriales (RBMs).

Una caracteristica de este tipo de receptor es la elevada afinidad que
presenta por dos grupos de sustancias: uno, determinadas benzodiacepinas como
el Ro 5-4864 (4’-clorodiazepam) y, otro, derivados isoquinolein-carboxamidicos como
el PK 11195; mientras que su afinidad por el clonazepam y otras benzodiacepinas
de alta especificidad por el receptor central es practicamente nula. Otro grupo de
ligandos introducido més recientemente es el de las quinolein-propanamidas, como
el PK 14067 y de estructura similar a las isoquinolein-carboxamidas. De esta
manera se establece un orden de afinidades caracteristico para este receptor: PK

11195 > Ro 5-4864 > diazepam >> clonazepam.
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Los receptores benzodiacepinicos periféricos no estdn acoplados a sitios de

reconocimiento del GABA, mientras que los denominados centrales si. Ademads de

los receptores GABA, y RBPs se han descrito recientemente otros lugares de unién

para las benzodiacepinas (Taft y col. 1984; Kirkness y col. 1988) que, aunque
también estdn fuera del SNC, demuestran un perfil de afinidades diferente al de
los RBPs y atin no bien definido y, por tanto, no son objeto del presente trabajo.

Asi pues, el término "receptor benzodiacepinico periférico” se refiere a un sitio de

unién de benzodiacepinas y otras sustancias distinto y bien definido, y no a

lugares alternativos de unién de benzodiacepinas en tejidos periféricos. A pesar de

la connotacién de su nombre, los RBPs se encuentran en el SNC a niveles iguales

0, en algunos casos, mayores que los de GABA, (Marangos y col. 1982; Villiger

1985).

GABA-BZD RBPs

Especificidad Diazepam Diazepam

por BZDs Flunitrazepam Flunitrazepam
Clonazepam Ro 5-4864
Flumazenil

Otros ligandos Imidazopiridinas Imidazopiridinas
B-carbolinas Isoquinolein-carboxamidas
Barbituratos Quinolein-propanamidas
Muscimol Porfirinas

Subunidades
proteicas

Densidad en:
SNC
Tejidos perifericos

Localizacién
subcelular

t-Butilbiciclofosforotionato

50-58 kd 18 kd (30 kd?)
Neuronas>glia Glia>neuronas
Baja-ausentes Muy variable

Membrana plasmatica Mitocondrial

Tabla 2.1.- Comparacién entre las propiedades que diferencian a los receptores

GABA, de los RBPs.
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2.1.1.- Relaciones estructura-actividad respecto al receptor

benzodiacepinico periférico.

Se ha demostrado que un grupo metilo situado en el nitrégeno en posicién
1 de la benzodiacepina es bésico para la unién al RBP. Por ejemplo, el Ro 5-2180
es muy parecido al diazepam pero carece del grupo 1-metilo, lo cual hace que su
afinidad por el RBP disminuya a 10 pM frente al 79 nM del diazepam. La
necesidad del grupo 1-metil se cree que es debida a su capacidad para ceder
electrones hacia el anillo A de 1a molécula benzodiacepinica, aumentando de este
modo la nucleofilia del anillo B adyacente, con lo que se facilita la interaccién con

grupos electroéfilos.

El dtomo de halégeno situado en posicién 4’ aumenta la afinidad por los
receptores periféricos, presentando las moléculas que contienen cloro una afinidad
10 veces mayor que las que contienen fldor. Otra posicién que determina la
afinidad es la 7, sobre la cual los halégenos son mucho mejores sustituyentes que

los grupos nitro para la unién a los RBPs.

Mediante el uso de las quinolein-propanamidas (-)PK14067 y (+)PK 14068,
dos enantiémeros, se ha puesto de manifiesto la estereoespecificidad de la unién
a estos receptores, ya que la afinidad de las dos sustancias diferia en dos é6rdenes

de magnitud (Dubroeucq y col. 1986).

2.2.- Localizacion del Receptor Benzodiacepinico Periférico en el SNC de

roedores.

Se han realizado estudios autorradiogrdficos (Gehlert y col. 1985) que

demuestran una localizacién diferente de los RBPs respecto a los centrales a nivel
de SNC.

En estudios iniciales en rata (Richards y col. 1982; Benavides y col. 1983),

15



en ratén (Anholt y col. 1984) y en cobayo (Weissman y col. 1985) se demostré la
existencia de una elevada 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 coroides y revestimiento ependimal de los ventriculos.
También se encuentra una elevada densidad de RBPs en las células gliales. En
estudios autorradiograficos en cerebro de gato (Benavides y col. 1984) utilizando
[*H]PK 11195 se demostré la presencia de RBPs en neuronas, tinicamente a nivel

de sustancia gris, ya que estdn ausentes en la sustancia blanca.

Asimismo, se ha demostrado la existencia de elevadas densidades de RBPs
a nivel del sistema auditivo y de la visién; en el nicleo que regula la presién
sanguinea; en los sistemas motores vestibulo-cerebelosos y extrapiramidales; y en
zonas del hipocampo y del estriado (Shoemaker y col. 1983; Richards y col. 1983).

También se encuentran RBPs en el nervio 6ptico y la médula espinal.

Parece ser que, filogenéticamente, el receptor periférico es de aparicién més
tardia que el central, ya que se ha detectado en el cerebro de mamiferos, mientras

que la densidad de estos receptores en otras especies es inferior.

2.3.- Localizacion en tejidos periféricos de rata.

Estudios autorradiogréficos realizados en animal entero (Anholt y col. 1985)
muestran una elevada densidad de RBPs en el cértex adrenal, piel, corazén,
gldndulas salivares, regiones del rifién (principalmente la porcién ascendente del
asa de Henle y en el tibulo convulvulado distal), epitelio pulmonar y lingual, en
el revestimiento de arterias pulmonares y en el timo. También se han encontrado
RBPs en conducto deferente (Escubedo y col. 1991; 1992) y en vesicula seminal
(Camins y col. 1992).

En estudios autorradiogréficos realizados con érganos endocrinos (De Souza

y col. 1985) se ha encontrado también una gran densidad de RBPs en pituitaria,
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principalmente en el 16bulo posterior, mientras que el 16bulo intermedio y anterior
presentan menor densidad. En la gldndula adrenal se encuentran preferentemente
localizados en el cértex, presentando la zona glomerular externa la mayor
densidad.

En los testiculos, se encuentra una distribucién para el [*H]JRo 5-4864 a
nivel del tejido intersticial, donde se encuentran la células de Leydig, responsables
de la produccién de testosterona. Se encuentran densidades més bajas en el

epitelio de los tibulos seminiferos, en las células de Sertoli y en el esperma.

Parece ser pues que hay una relacién entre densidades altas de RBPs y
tejidos relacionados con la esteroidogénesis. Sin embargo, hay tejidos como el
corazén que presentan elevadas densidades de RBPs, por lo cual, parece ser que
la relacién alta/baja densidad de receptores pudiera estar relacionada con la fuente
de energia metabélica (Anholt y col. 1985). Tejidos con niveles bajos de RBPs como
parte del cerebro, muisculo esquelético y misculo liso dependen del consumo de
glucosa; mientras que tejidos con niveles elevados de estos receptores como el
cértex adrenal, piel y musculo cardiaco obtienen la mayor parte de su energia
metabélica de la fosforilacién oxidativa. Una relacién entre el metabolismo
aerébico y los RBPs podria explicar la elevada densidad detectada en el corazén.
A pesar de todo esto, no se descarta la relacién entre el receptor benzodiacepinico

periférico y la sintesis hormonal.

2.4.- Distribucién subcelular.

En 1986 Anholt y col. encontraron una relacién entre el receptor benzodiace-
pinico periférico y la monoamino-oxidasa, con lo cual se asociaron los RBPs a la
membrana mitocondrial. La separacién de las membranas externa e interna
mediante un ligero tratamiento con digitonina hacfa que descendiera la unién del
[PHIPK 11195 a su receptor y se liberara junto a la monoamino oxidasa. De esta

manera se demostraba que los RBPs se localizaban en la membrana mitocondrial
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externa, ya que la monoamino-oxidasa es un excelente marcador de dicha

membrana.

Posteriormente surgié la controversia con los estudios realizados por
Mukherjee y col. (1989) en pulmén de cobayo , donde se demostraba que el RBP
estd estrechamente relacionado con la adenilato kinasa, que se encuentra en la
superficie externa de la membrana interna mitocondrial. Sin embargo, no existe
ninguna relacién entre el receptor periférico y la citocromo oxidasa, marcador

especifico de la membrana mitocondrial interna.

Estos estudios permiten concluir que la localizacién subcelular de los RBPs
puede ser distinta en diferentes tejidos o, visto de otro modo, que podrian
encontrarse en los puntos de contacto de la membrana mitocondrial externa con
la interna, que se cofraccionan al afiadir marcadores de la membrana interna
(Krueger y Papadopoulos, 1992).

Por los resultados obtenidos por autorradiografias (Anholt y col. 1985) y por
estudios de fraccionamiento subcelular (Antkiewitz y col. 1988) parece ser que los
niveles de RBPs en mitocondria son bastante variables y no parecen ser constitu-
yentes de todas las mitocondrias. Por ejemplo, se ha detectado su ausencia
aparente en las células cromafines de la médula adrenal (Kataoka y col. 1984) y

en determinados cultivos primarios (Syapin y col. 1979).

2.5.- El ligando endégeno del receptor benzodiacepinico periférico.

La identificacién del ligando endégeno del RBP ayudaria a determinar su
funcién en el organismo. Hasta el momento se han propuesto dos posibles
candidatos: uno lo constituiria el péptido denominado "inhibidor del binding del
diazepam" (diazepam binding inhibitor o DBI), que presenta efectos similares para
el receptor central que para el periférico. En segundo lugar, estédn sustancias de

tipo porfirina.,
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2.5.1.- E1 DBI como ligando endégeno.

El DBI es un péptido de 10 KD que presenta una serie de caracteristicas
indicativas de que puede ser el precursor de una familia de péptidos moduladores
alostéricos del receptor GABA,, actuando en el lugar de unién de las benzodiacepi-
nas. El DBI y sus derivados comparten la capacidad de desplazar especificamente
las benzodiacepinas de sus receptores, tanto en cerebro como en tejidos periféricos.
Se ha identificado el DBI de la especie humana, el cual contiene 105 aminoécidos,

mientras que el de rata y bovino contienen 86 (Gray y col. 1986).

A partir del DBI y por digestién enzimédtica con tripsina se genera un
octadecaneuropéptido, el ODN, que contiene los 18 aminodcidos de la fraccién 33-
50 del DBI. También se ha aislado otra fraccién, denominada triacontatetraneuro-
péptido (TTN), formada por los 34 aminodcidos del las posiciones 17-50 del DBI;
asi como el icosapentaneuropéptido, que es el fragmento 26-50. E1 TTN incluye la

secuencia de aminodcidos del ODN ma4s una cadena de 16 aminodcidos.

A nivel neuronal, el DBI se encuentra compartimentado en las vesiculas
sindpticas, siendo procesado a ODN y a otros péptidos localizados en dichas
vesiculas. Cuando se produce una despolarizacién neuronal, estos péptidos son
liberados al espacio extracelular. A nivel de la glia, el DBI no es procesado a ODN
ni secretado extracelularmente, pero puede actuar sobre el receptor benzodiacepi-

nico mitocondrial.

Para establecer las propiedades desplazantes del DBI en los receptores
benzodiacepinicos, Barbaccia (1986) comprobé la capacidad de desplazamiento de
varios péptidos resultantes del DBI sobre el [PHJPK 11195 en fracciones
mitocondriales de astrocitos y del [PHlflumazenil en los receptores del GABA de
cultivos de neuronas corticales de rata. E1 ODN era capaz de desplazar al
flumazenil del receptor GABA, con una K; de 5 nM, pero no desplazaba al PK

11195 de los receptores mitocondriales de los astrocitos. Por otro lado, el TTN
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desplazaba al PK 11195 con una K, de 10 pM pero no al flumazenil del receptor
GABA,. El TTN desplaza también al [’H]Ro 5-4864 de sus lugares de unién en
membranas de bulbo olfatorio a concentraciones micromolares (Slobodyansky y col.
1991), mientras que no afecta a la unién del flumazenil. Estos resultados llevan
a pensar que el ODN modula alostéricamente la accién del GABA sobre el receptor

GABA,, mientras que el TTN y el DBI se unen principalmente a los RBMs.

Funciones y localizacién del DBI y sus derivados.

Para determinar el papel fisiolégico que puede desempeiiar el DBI se han
llevado a cabo estudios en pacientes con desérdenes neuropsiquidtricos (Barbaccia
y col. 1986), midiendo los niveles de DBI en liquido cefalorraquideo y comparédndo-
los con los de individuos normales. Los resultados demuestran que hay un
incremento del DBI en pacientes que sufrian depresién respecto a los individuos

normales.

También se ha demostrado que los niveles de DBI y de RBMs aumentan
después de inducir estrés agudo por ruido en ratas (Ferrarese y col. 1991). El DBI
y sus productos de degradacién (ODN y demds) aumentaban selectivamente en el
hipocampo de las ratas estresadas. El aumento de DBI venia precedido y seguido
por un descenso neto de los receptores de GABA, y un aumento de los RBMs. De
manera andloga, en el cértex adrenal, el contenido de DBI y RBMs aumentaba
durante la primera hora siguiente a la induccién del estrés y era paralelo a un

aumento de los niveles de corticosterona en plasma.

En 1987 Masakazu demostré que el tratamiento crénico con diazepam en
rata provocaba un aumento de los niveles de DBI, del ARN,_ que lo codifica, y de
ODN, pero sélo a nivel de cerebelo y cértex, mientras que en hipocampo y estriado
no se detectaron cambios. El nivel de ODN se increment6 en un orden cinco veces
superior al del DBI. Parecia pues que el DBI podria participar en el control de

funciones cerebrales.
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Butterworth y col. (1991) estudiaron los efectos de la anastomosis porto-cava
en cerebro de rata mediante inmunocitoquimica, valiéndose de un anticuerpo de
alta actividad especifica sobre el ODN y comprobaron que los niveles de ODN en

cerebro habian aumentado.

Se ha propuesto que el DBI actiia en la liberacién de insulina (Chen y col.
1988), ya que al afiadirlo a preparaciones aisladas de pancreas ésta se ve inhibida.
Mediante técnicas de radioinmunoensayo utilizando ['**I]DBI (Johansson y col.
1990) se ha puesto de manifiesto una asociacién entre el glucagén y el DBI debido
a que, en micrografias de inmunofluorescencia en pdncreas de rata, se ha visto que
el DBI se solapa con el glucagén y no con la somatostatina, sugiriendo un posible
papel de este péptido en la produccién o modulacién de hormonas a nivel de los

islotes de Langerhans.

En 1989, Besman y col. comprobaban que el estimulo de la liberacién de
colesterol era mediada por los RBMs. Se ha demostrado (Papadopoulos y col. 1991)
que tanto el DBI como el TTN activan la sintesis de esteroides mediante una
interaccién con los RBMs, provocando un incremento del transporte de colesterol

hacia la matriz mitocondrial y la posterior sintesis de pregnenolona,

La patogenia de las encefalopatias hepdticas podria estar ligada a
alteraciones en los niveles de péptidos endégenos como el DBI (Butterworth y col.
1990), ya que se ha demostrado que los niveles de DBI en liquido cefalorraquideo
de pacientes con encefalopatia hepédtica eran tres veces mds elevados que en
individuos sanos. El flumazenil se usa para disminuir los efectos cerebrales se esta
enfermedad ya que desplaza al DBI de sus lugares de unién. Lavoie y col. (1990)
encontraron aumentada la densidad de RBPs en muestras de cerebro procedentes
de autépsias de pacientes cirréticos con encefalopatia hepdtica; aumento que iba
ligado a cambios morfométricos de los astrocitos. Parece ser que los RBMs podrian
estar implicados en el metabolismo oxidativo cerebral, y su alteracién podria tener

significancia patofisiolégica en las encefalopatias hepéticas.
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Los estudios realizados con técnicas inmunohistoquimicas (Tonon y col.
1990) demuestran que el ODN no presenta una localizacién neuronal en cerebro
de rata, sino que se encuentra localizado en la glia, ya que desplaza al [*H]diaze-
pam de sus lugares de unién de manera m4ds potente en la glia que en las
neuronas (Bender y col. 1986). Dicha localizacién del ODN coincide con la

localizacién de los RBPs cerebrales.

También se ha localizado DBI, el ARN,, que lo codifica y ODN en testiculos
de rata (Rhéaume y col. 1990), concretamente a nivel de células de Leydig. Dado
que, tal como ya se ha dicho, estas células contienen una elevada densidad de
RBPs, se formula la hipé6tesis de que el ODN y/u otros péptidos relacionados con
el DBI pudieran jugar un papel en la regulacién de estas células.

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

El inicio de la sintesis de dcidos grasos de cadena media en gldndula
mamaria de cabra por una 4cido graso sintetasa estd mediado por una aciltransfe-
rasa, resultando como productos acil-CoA ésteres (Knudsen y col. 1990). Estos
ésteres son transportados y almacenados intracelularmente gracias a una proteina
a la que se unen los dcidos grasos (FABP). Parte de la FABP comprende un
péptido de 10 KD que induce la sintesis de dcidos grasos de cadena media. Este
péptido, que se denominé ACBP (acil-CoA binding protein) tiene una secuencia que
coincide con la del DBI, sugiriéndose por ello que el DBI puede ser un péptido

estructural con acciones hormonales.

2.5.2.- Las porfirinas como ligando endégeno.

El descubrimiento de que los lisados de eritrocitos desplazaban al Ro 5-4864

y al PK 11195 de sus lugares de unién en mitocondrias renales propici6 el estudio
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y purificacién de extractos metanélicos de diversos tejidos, demostrdndose que
diferentes porfirinas interaccionaban con los RBPs con afinidad submicromolar
(Snyder y col. 1987; Verma y Snyder, 1988).

La identificacién de las porfirinas como ligandos endégenos y la asociacién
del receptor benzodiacepinico periférico con la membrana mitocondrial externa
sugiere una posible relacién funcional entre ambos. La etapa inicial y final en la
biosintesis de porfirinas tiene lugar dentro de la mitocondria; a continuacién 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 compuestos podrian atravesar la membrana mitocondrial

externa utilizando la via del canal aniénico voltaje dependiente.

Proteinas citosélicas que utilizan porfirinas como grupo prostético, tales
como la hemoglobina, mioglobina, catalasa y varias peroxidasas, son formadas
gracias al transporte de la porfirina fuera de la mitocondria. Los citocromos con-
tienen un grupo hemo y se encuentran localizados en ambas membranas
mitocondriales. Estos hechos podrian explicar las altas densidades de receptores
que existen en el cértex adrenal, 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.

De las diferentes porfirinas estudiadas, la que presenta una mayor afinidad
por el RBM es la protoporfirina IX, con una K, de 14,5 + 10,7 nM.

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

¥ productos de degradacién son también inactivos.
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2.5.3.- Ligandos endégenos poco especificos.

Se ha descrito que diversos extractos de plasma y orina de humanos pueden
inhibir competitiva y selectivamente la unién del Ro 5-4864 al receptor ben-
zodiacepinico periférico (Beaumont y col. 1983). Otros investigadores han descrito
inhibidores de la unién del [’H]Ro 5-4864 en extractos metangélicos acidificados de
antro de estémago. Examinados diferentes tejidos y sus extractos, parece ser que
existe una relacién inversa entre la concentracion de estos inhibidores y la
densidad de lugares de unién para las benzodiacepinas a nivel periférico,
sugiriendo que la densidad de estos receptores puede estar regulada por el in-

hibidor presente en el tejido.

Se ha descrito un isoenzima de la fosfolipasa A, como modulador endégeno
de la unién de radioligandos al receptor benzodiacepinico periférico, actuando
también en el lugar de unién de las dihidropiridinas. Este enzima seria capaz de
interactuar directamente con algin componente del RBP, o generaria dcidos
grasos libres que competirian por dicho receptor (Verma y col. 1990). Otros
estudios demuestran que algunos fosfolipidos y dcidos grasos insaturados pueden

inhibir la unién del [PH]Ro 5-4864 a los RBPs a concentraciones micromolares.

2.6.- Propiedades moleculares del receptor benzodiacepinico periférico.

2.6.1.- Caracterizacion molecular.

El aislamiento y caracterizacién molecular del RBP permitiria clarificar su
papel dentro del organismo. Para el aislamiento de este receptor se han usado
ligandos que se unen covalentemente al mismo (Mukhin y col. 1990) mediante la
realizacién de un fotomarcaje con luz ultravioleta. Los tres ligandos utilizados
fueron el [*H]flunitrazepam, el [PHJPK 14105 y el ["HJAHN 086.

El flunitrazepam tiene una afinidad 50 veces mayor por el receptor central
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que por el periférico. Por electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato
sédico se obtienen dos bandas: una de 35 kD y otra de 30 kD. Utilizando [P'HJAHN
086, un derivado isotiocianato del 4’-clorodiazepam que actiia acilando el receptor,
se obtiene una protefna de 30 kD que se ha caracterizado en la glandula pineal de
rata y bovino (McCabe y col. 1989).

Un candidato propuesto para esta proteina de 30 kD seria el canal aniénico
voltaje-dependiente (VDAC) (Snyder y col. 1987), que participa en el transporte de
metabolitos entre la 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 [PHJPK 14105, una isoquinoleincarboxamida
similar al PK 11195, se aislé en rifién de rata una proteina con un peso de 18500
daltons (Skowronski y col. 1988). Doble y col. ya habian aislado en 1987 un
polipéptido de 17-18 kD en membrana cardiaca de rata, también aislado en cértex
adrenal de bovino (Parola y col. 1990) y de igual peso molecular. A este péptido se
le denominé "lugar de unién para el PK" (PKBS) (Antkiewicz y col. 1988), ya que
se considera que constituye el dominio del receptor periférico donde se unirian los
derivados isoquinoleinicos. De este modo, el receptor periférico seria un dimero del
PKBS.

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

isoquinoleinas se unirfan a lugares o dominios distintos del mismo.

En el caso del lugar de unién del [PHJPK 14105, la unica proteina que
presenta un peso molecular de 15-18 KD es la fosfolipasa A,. En experiencias
realizadas con 4cido araquidénico, producto de la accién de la fosfolipasa A,, se ha

podido observar c6mo inhibe la unién de la benzodiacepina Ro 5-4864 pero no la
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de la isoquinoleina PK 11195 (Skowroski y col. 1987).

Otra proteina candidata de la membrana externa mitocondrial de 15 kD es
la glutation-S-transferasa. La protoporfirina IX se une a este enzima a concentra-

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 estdn 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
constituir el nexo de unién entre estas dos moléculas. Parece ser pues que estas
proteinas podrian estar asociadas formando un complejo molecular del que podria
formar parte el receptor benzodiacepinico periférico. Una de sus funciones seria
la de realizar transporte de moléculas entre el citoplasma y los compartimientos
mitocondriales (Mannella y col. 1984; Schwaiger y col. 1987; Fiek y col. 1982).

Mc Enery y col. (1992) aislaron el RBM y comprobaron inmunolégicamente
que se componia de 3 subunidades proteicas. La primera, de 18 kD, era marcada
por la unién del PHJPK 11195. Las otras dos, de 30 y 32 kD, contenian los sitios
de unién para las benzodiacepinas [PHJAHN 086 y [*H]flunitrazepam. Mediante
la utilizacién de anticuerpos selectivos identificaron la subunidad de 30 kD como
el carrier de nucleétidos de adenina (ADC), mientras que la de 32 kD fue
identificada como el canal aniénico voltaje-dependiente (VDAC). A pesar de que
los ligandos de tipo isoquinolein-carboxamida marcan diferentes subunidades que
los benzodiacepinicos, ambos sitios de unién interactian alostéricamente, ya que
la unién de ambos tipos de ligandos es mutuamente competitiva a concentraciones
de orden nanomolar. Es mds, la eosino-5-maleimida y el cloruro mercirico inhiben
la unién del PK 11195 al receptor mediante la interaccién con los grupos
sulfhidrilo presentes en el ADC.

El VDAC y el ADC, proteinas de la membrana mitocondrial externa e
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interna respectivamente, junto a la subunidad de 18 kD podrian involucrar el RBP
en lugares de transporte funcionalmente importantes en los puntos de contacto de

las dos membranas mitocondriales.

Se ha clonado el ADN que codifica para el lugar de unién de las isoquino-
lein-carboxamidas, la subunidad de 18 kD (Sprengel y col. 1989), y se ha expresado
en células humanas de rifién, obteniéndose un péptido de 18943 daltons muy
hidrofébico. De su secuencia aminoacidica se deduce que no es tipicamente
mitocondrial, resultados que concuerdan con otros estudios (Doble y col. 1985;
Olson y col. 1988) que sugieren que el RBP no tiene una localizacién exclusiva a
nivel de compartimentos mitocondriales. Mds recientemente se transfect6 el DNA
que codifica para esta subunidad en humanos a una levadura (especies que no
tienen lugares de reconocimiento para las benzodiacepinas) y se comprobé que el
resultado de su expresién presentaba las mismas caracteristicas de unién que las
obtenidas en lineas celulares humanas, existiendo lugares de unién para las
benzodiacepinas y para las isoquinolein-carboxamidas (Riond y col. 1991). Estos
estudios evidenciaron que la proteina de 18 kD contenia los dominios de unién
para las dos familias de compuestos. Pero, paralelamente, 1a subunidad de 30-35
kD seguia marcdndose junto a la de 18 kD con los ligandos del RBP, con lo cual
se reafirmaba su relacién con el mismo aunque se necesitaban concentraciones
nanomolares relativamente altas de PK 11195 y de Ro 5-4864 para desplazar al
AHN 086 de esta subunidad. Otros intentos de purificacién del receptor periférico
en su estado nativo (McEnery y col. 1989) habian demostrado que junto a la
subunidad de 18 kD copurificaba la de 30 kD y que, una vez separadas, la
subunidad de 18 kD presentaba sitios de uni6én para los dos grupos de ligandos,

al igual que se habia visto en levadura posteriormente.

Asi pues, se sugiere que la subunidad de 18 kD es la responsable de la
manifestacién del RBP, aunque es muy posible que la de 30 kD afecte sus
propiedades de unién. También se sugiere que el RBP es un complejo macromole-

cular donde la subunidad de 30-35 kD estaria en intima asociacién con la de 18.
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Tampoco se excluye que pueda existir un sitio de unién para las benzodiacepinas
distinto sobre la subunidad de 30-35 kD. Recientes estudios de clonaje proponen
que pueda haber diferentes tipos de RBPs.

2.6.2.- Lugares de union.

Se han propuesto diversas hipétesis que postulan la existencia de dos
lugares de unién en el receptor benzodiacepinico periférico: uno para las
benzodiacepinas como el Ro 5-4864 y otro para las isoquinolein-carboxamidas como
el PK 11195.

La fosfolipasa A, actia de manera distinta sobre la unién de los dos
ligandos (Havoundjian y col. 1986), provocando una disminucién en la afinidad
para el [’H]Ro 5-4864 y un incremento en los lugares de unién del [*HJPK 11195
sin afectar su afinidad. Se supone que la fosfolipasa A, puede afectar al contorno

lipidico del mismo.

Incubando por separado ambos radioligandos con el receptor en presencia
de dietilpirocarbonato (Benavides y col. 1984) se comprobé que disminuian los
lugares de unién para el PK 11195 sin afectar a su afinidad, mientras que la unién
del Ro 5-4864 no se veia afectada. El dietilpirocarbonato actia bloqueando los
residuos de histidina, con lo cual se concluye que los residuos de este aminodcido
son fundamentales para la unién del PK 11195. El efecto del dietilpirocarbonato
sobre la unién del PK 11195 es revertido por una incubacién con Ro 5-4864,
atribuyéndose este efecto a que esta benzodiacepina provoca un cambio conforma-
cional en el receptor, desenmascarando los residuos de histidina. El 4cido
araquidénico bloquea el efecto protector del Ro 5-4864 sobre la accién del
dietilpirocarbonato (Skowronski y col. 1987).

Parece ser que los amino4cidos que contienen grupos sulfuro juegan un

papel clave en la unién de ambos ligandos, ya que se ha comprobado que agentes
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que bloquean o reducen estos grupos afectan considerablemente dicha unién.

La hipétesis propuesta por Skowronski y col. (1987) 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. No se descarta
tampoco que dentro del mismo receptor estén solapados los lugares de unién para

ambas sustancias.

El tratamiento con detergentes induce cambios en la unién de ambos
ligandos. De este modo, el Tritén X-100 provoca una disminucién de la unién del
Ro 5-4864, pero no afecta la del PK 11195. Otros detergentes como el CHAPS,
Tween 20, dcido desoxicélico y digitonina también afectan a la unién del Ro 5-
4864, provocando una menor variacién en la del PK 11195 (Awad y col. 1988). Esta
distinta sensibilidad al tratamiento con detergentes de la unién de ambos ligandos
sugiere que los cambios provocados afectan mds especificamente al lugar de unién
del Ro 5-4864.

Mediante estudios termodindmicos se ha propuesto que el Ro 5-4864 es un
agonista del RBP, mientras que el PK 11195 se comporta como un antagonista. La
unién del PK 11195 va asociada a un pequeiio cambio en la entalpia y a un
incremento sustancial de la entropia, mientras que la unién del Ro 5-4864 estd

inducida por la entalpia.
2.6.3.- Relacién con el transportador ATP/ADP mitocondrial.

En la mitocondria existe un transportador de naturaleza proteica que se
encarga de transferir ATP al citosol desde el interior de la mitocondria y devolver
el ADP al espacio mitocondrial, ya que, por si solos, estos nucleétidos no lograrfan
atravesar la membrana mitocondrial interna. Este transportador fue caracterizado
(Klingenberg y col. 1966) y se descubrié la existencia de inhibidores especificos

para el mismo. Existen dos grupos de inhibidores de este carrier: glucésidos de
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origen vegetal con grupo atractilogenina (atractilésido, carboxiatractilésido) y
compuestos de origen bacteriano como el bongtrexato y sus isémeros. De todos los

inhibidores, el carboxiatractilésido es el mds potente.

Se ha puesto de manifiesto una cierta relacién entre este carrier y el
receptor benzodiacepinico periférico, ya que se ha comprobado que inhibidores
como el atractilésido y el carboxiatractilésido interfieren de algin modo la unién
de las benzodiacepinas periféricas. Asi, en estudios realizados en conducto
deferente (Escubedo y col. 1992) y en vesicula seminal de rata (Camins y col. 1992)
demuestran que tanto el carboxiatractilésido como el atractilésido desplazan con
afinidad nanomolar la unién del [’'H]Ro 5-4864, de forma no competitiva. Por otra
parte, el atractilésido sélo desplaza al [PH]PK 11195 a concentraciones micromola-
res, lo cual hace pensar que la ocupacién del carrier modula de algin modo la
unién al sitio del Ro 5-4864 en el RBP.

2.6.4.- Relacion con el lugar de unién mitocondrial de baja afinidad
para las dihidropiridinas.

Los antagonistas de los canales de calcio son un grupo de firmacos que
deben sus efectos a la interaccién con la subunidad o, de los canales de calcio L
voltaje-dependientes. Estos farmacos se dividen en tres grupos estructurales
diferentes: 1,4.-dihidropiridinas (nifedipino, nitrendipino, nimodipino, nicardipino,
etc.), fenilalquilaminas (verapamilo) y benzotiazepinas (diltiazem). Ademds de
unirse a los canales de calcio L, estos fdirmacos son capaces de interactuar con
otras estructuras celulares, tales como el transportador de nucleésidos de la
membrana plasmdtica, la glicoproteina P y el lugar de baja afinidad y alta

capacidad para las dihidropiridinas mitocondrial.

El lugar de alta capacidad y baja afinidad para los antagonistas del calcio
de tipo dihidropiridina ha sido caracterizado (Zernig y col. 1988), presentando una
elevada B, ,, (1 nmol/mg de proteina) y una alta K, (593 nM para el [*H]nitren-
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dipino). Por otra parte, parece ser que la unién de las dihidropiridinas a este
receptor estd regulada de manera alostérica por nucleétidos, especialmente por
ATP. Otras caracteristicas de este lugar son la estabilidad al calor (lo cual sugiere
cierta rigidez, probablemente por puentes disulfuro) y que no presenta estereose-
lectividad. Se ha visto que la cadena en posicién 5 del anillo dihidropiridinico es
la mayor determinante de la afinidad de estas sustancias para este lugar de unién,
siendo los sustituyentes de tipo isopropilo los que confieren mds afinidad

(nitrendipino>nifedipino>nimodipino).

Los antagonistas del calcio de tipo fenilalquilamina presentan mucha menos
afinidad para este lugar, mientras que la de las benzotiacepinas es prdcticamente
nula.

Uno de los diversos candidatos a contener este sitio de unién es el complejo
molecular que contiene al receptor benzodiacepinico periférico ya que, ademas de
tener una localizacién mitocondrial, se ha comprobado que la unién del [*H]Ro 5-
4864 se ve desplazada competitivamente por nitrendipino y nifedipino a
concentraciones micromolares, aunque la unién del [*H]nitrendipino no se ve
afectada por Ro 5-4864 (Cantor y col. 1984). La unién de benzodiacepinas més
selectivas al receptor central, como clonazepam y flunitrazepam, no se ve afectada

por dihidropiridinas.

Estudios realizados en corazén de cobayo (Mestre y col. 1984) muestran que
tanto el Ro 5-4864 como el PK 11195 disminuyen la fuerza contréctil del corazén.
Posteriormente se comprobé que estos efectos eran mediados por canales de calcio

voltaje-dependientes y no por los RBPs como se podia suponer.
Se ha sugerido que el RBP y el lugar de unién de alta capacidad y baja

afinidad para dihidropiridinas son moléculas separadas, pero solapadas en el

mismo compartimento mitocondrial (Doble y col. 1985).
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2.6.5.- Variacioén interespecifica.

Pese a que en la rata el Ro 5-4864 y el PK 11195 presentan una afinidad
similar para el RBP, se ha comprobado que en otros animales la afinidad del RBP
por el Ro 5-4864 es mucho menor. Parece ser que la mayor afinidad del Ro 5-4864
por el RBP se da tejidos de roedor; asi, la potencia de dicha sustancia para
desplazar al [PH]JPK 11195 en cértex fue la siguiente: rata = cobayo > gato = perro
> conejo (Awad y col. 1987).

En ternera y gato se encuentran méds lugares de unién para el PK 11195
que para el Ro 5-4864. En cerebro de trucha, el PK 11195 presenta una elevada
afinidad para el RBP, mientras que la del Ro 5-4864 es del orden micromolar y,
en estudios de competicidn, la protoporfirina IX presenta una afinidad mayor que
la del Ro 5-4864 (Eshleman y col. 1989).

Se propuso entonces que las variaciones interespecificas de afinidad por los
ligandos del RBP podrian deberse a dos causas: a variaciones estructurales en el
receptor producidas por mutaciones de indole genético, o a variaciones en el
entorno fosfolipidico. Para determinar la causa se solubilizé el receptor y se
determiné la afinidad por los dos ligandos, comprobdndose que las diferencias se
mantenian (Awad y col. 1989). Este experimento permitié concluir que las
variaciones interespecificas en el RBP se deben a la diferente estructura molecular

de la protefna que constituye el receptor y no a en el entorno de membrana.

Mediante estudios autorradiograficos con [’H]Ro 5-4864 en cerebro humano
se ha comprobado que dreas como el plexo coroides, bulbo olfatorio, cértex y niicleo
caudado presentan un nimero de lugares de unién inferior al de cerebro de rata
por esta sustancia (Pazos y col. 1986). Por tanto, en la especie humana, es mejor
utilizar el PK 11195 que el Ro 5-4864 para marcar el RBP.
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2.7.- Papel biolégico de los RBPs.

2.7.1.- Participacion de las benzodiacepinas en la modulacién del

sistema inmune.

Los ligandos del receptor benzodiacepinico periférico desemperian un papel
inmunomodulador, ya que se ha demostrado que el Ro 5-4864 y el diazepam
estimulan la quimiotaxis de los monocitos humanos, mientras que el PK 11195
antagoniza este efecto (Ruff y col. 1985). Diversos estudios autorradiogréficos
confirman la presencia de RBPs en sistema inmune de rata, bazo y timo. Ademi4s,
se observa una asociaciéon de RBPs con los linfocitos T y los macréfagos. Un
estudio realizado con pacientes ansiosos demuestra una disminucién de la
densidad de RBPs en sus linfocitos (Ferrarese y col. 1990), mientras que los

tratados con diazepam no experimentaron tal descenso.

El PK 11195 estimula "in vivo" la respuesta humoral, pero sélo cuando se
administra via intracerebral, lo cual sugiere que la respuesta inmune puede estar
mediada por receptores del SNC (Lenfant y col. 1988).

Se ha observado un incremento de RBPs en bazo y timo de ratas con
artritis inducida respecto a ratas control. Se postula que este incremento de
receptores puede deberse a la secrecién de interlukina-1 por parte de los
macréfagos activados, que induciria la expresién de estos lugares de unién en
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 provoca en la
descendencia una supresién de la respuesta inmune (Schlumpf y col. 1990),
ademds de un cambio en la afinidad del PK 11195 por los linfocitos, que es mayor
que en ratas no tratadas. Estos datos sugieren una accién directa de las
benzodiacepinas sobre los linfocitos, que puede estar mediada por los RBPs.
Posteriormente, se ha comprobado que las benzodiacepinas a nivel periférico

inhiben la proliferacién de los linfocitos a concentraciones micromolares.
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2.7.2.- Relacion con el sistema endocrino.

Varios estudios demuestran que el sistema endocrino regula de algiin modo
los RBPs. La hipofisectomia provoca una disminucién de estos receptores en
gldndula adrenal y testiculo de rata. La castracién de las ratas no tiene efecto
sobre el nimero de RBPs en la gldndula adrenal, del mismo modo que la
adrenalectomia no modifica el nimero de estos receptores en los testiculos. Estos
estudios mostraron una relacién entre los RBPs y la hipéfisis (Anholt y col. 1985)
y fueron posteriormente corroborados por Fares y col. (1987). En rifién no se
manifesté un descenso de los RBPs tras la hipofisectomia. La administracién de
ACTH a las ratas hipofisectomizadas provoca un incrmento de los RBPs

comparado con las no tratadas o las que no sufrieron la intervencién.

La adrenalectomia causa una reduccién significativa en la densidad de
RBPs en el rifién (Basile y col. 1985). Todos estos datos vienen a demostrar que
el RBP estd sometido a un proceso de regulacién hormonal. Adem4ds, se ha
demostrado que, tras someter ratas a un tratamiento crénico con estradiol se
produce una up-regulation en rifién y una down-regulation en testiculos de los
RBPs (Gavish y col. 1986), mientras que el nimero de receptores centrales y de

RBPs en corazén no se afecté.

El tratamiento crénico con progesterona (10 dias) en ratas macho
incrementa la densidad de RBPs tanto en cértex cerebral como en rifién, sin
afectar a la poblacién de receptores del hipocampo, testiculos o corazén. El
incremento en rifién puede deberse 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
antidiskinéticos y anticonvulsivantes. Se ha puesto de manifiesto que existe una
cooperatividad entre el lugar de uni6én de los metabolitos de la progesterona (con-

cretamente el 3a-pregnan-3a-o0l-20-ona y el pregnadiol) y el receptor del GABA en
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cértex de rata (Belelli y col. 1990). Esta interaccién podria explicarse a través de
una modulacién por parte de los RBPs sobre la biosintesis de hormonas esteroi-
deas (Amsterdam y col. 1991).

El hipertiroidismo, causado experimentalmente por la administracién
crénica de levotiroxina en ratas, provoca un incremento de receptores benzodiace-
pinicos, tanto centrales como periféricos, sin producir cambios en la afinidad de los
ligandos. Esta modulacién por parte de la T, sobre los receptores benzodiacepinicos
puede atribuirse a una accién directa de ésta sobre los receptores o puede reflejar
un mecanismo de adaptacién compensatorio a la tirotoxicosis subsecuente (Gavish
y col. 1986). Estudios de competicién realizados en cerebro de rata muestran que
la unién del [P'HJRo 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 del numero de RBPs en rinién. Cuando se administra aldosterona se
revierte el efecto, pero dicha hormona es incapaz de provocar un incremento en los
animales control. Estos resultados indicaban que los cambios en la poblacién de
receptores eran debidos a la adaptacién que experimentaba la nefrona renal frente

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

Las hormonas sexuales femeninas afectan también la poblacién de
receptores en 6rganos como el ovario, utero, oviducto y la pituitaria. La ad-
ministracién de gonadotrofina coriénica y dietilestilbestrol en ratas inmaduras
hipofisectomizadas, provoca el restablecimiento del nimero de RBPs que previa-
mente habia disminuido, sugiriéndose que dicha disminucién es debida a una de-
ficiencia de estrégenos y de gonadotrofina coriénica (Bar-Ami y col. 1989). La
actividad de la gonodotrofina coriénica incluye a la de las hormonas FH y LH. El
efecto de incrementar el nimero de RBPs puede ser debido a la estimulacién de
la sintesis de estrégenos en los ovarios por parte de la gonodotrofina coriénica
(Fares y col. 1986).
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En la placenta humana expuesta a dosis bajas de Ro 5-4864, se produce un
incremento de secrecién de progesterona y estradiol. Dosis altas de esta
benzodiacepina provocan un descenso de dicha secrecién, y dosis altas de diazepam
o PK 11195 provocan un incremento, demostrdndose de este modo el efecto sobre
la secreciéon de esteroides de la placenta de ligandos del receptor periférico
(Barnea, 1989). Estos ligandos intervienen también en la sintesis de determinadas
hormonas esteroideas, 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 RBPs en hipotdlamo, estriado y ventriculo cardiaco; un descenso
en la gldndula pineal y no la modifica en otros érganos como el rifién, pulmones,

cortex cerebral, cerebelo, hipocampo y bulbo olfatorio (Basile y col. 1988).

Estd demostrado que la regulacién por parte de la ACTH en glandula
adrenal sobre la corticoidogénesis requiere la sintesis de una proteina denominada
"proteina activadora de la esteroidogénesis”. Se ha logrado aislar y purificar una
proteina de la corteza adrenal que es capaz de facilitar el transporte de colesterol
hacia la membrana interna mitocondrial (Yanagibashi y col. 1988). Anilisis
estructurales de esta proteina revelan una similitud con el DBI, con lo cual estos
autores proponen que la ACTH causa una rdpida induccién en la sintesis de DBI,
dando lugar a una estimulacién de la esteroidogénesis a nivel mitocondrial. El
papel del DBI, mediante su interaccién con el receptor benzodiacepinico periférico,
seria el de mediador intracelular de la ACTH en la corteza adrenal o de las

gonadotrofinas en células de Leydig y de ovario.
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Los RBPs como mediadores del tranporte de colesterol a

través de las membranas mitocondriales.

En los iltimos afios ha adquirido una gran interés el papel fisiolégico que
pueden tener los RBPs sobre el transporte del colesterol desde el citosol al interior

de la mitocondria, y es la teoria méds aceptada.

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 depésitos extramitocondriales hasta el primer enzima de esta
ruta biosintética, el citocromo P-450,__, situado en la membrana interna mitocon-
drial y que cataliza el paso de colesterol a pregnenolona. Dicha reaccién es el paso
limitante de la esteroidogenésis y principal lugar de regulacién por estimulos
fisiolégicos. Asimismo, la presencia elevada de RBPs en células donde la
esteroidegenésis es importante y su localizacién mitocondrial avalan esta hipétesis

acerca del papel del receptor benzodiacepinico periférico.

Diversos trabajos han citado los efectos que provocan las benzodiacepinas
periféricas en estas rutas biosintéticas. En células adrenales de ratén, el PK 11195
y el resto de ligandos del RBP estimulan la esteroidogenésis, demostrando el PK
11195 la mayor potencia (Mukhin y col. 1989). En células de Leydig y adrenales
de ratén, el flunitrazepam inhibe la accién sobre la esteroidogénesis de la ACTH
y de la gonadotrofina coriénica. De esta manera, se demuestra que la accién an-
tagonista del flunitrazepam estd mediada por los RBPs, que median la sintesis de

esteroides activada por hormonas (Papadopoulos y col. 1991).
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Figura 2.1.- Representacién esquemdtica del mecanismo celular y del papel del
RBP en la biosintesis de esteroides. Las hormonas interactuan inicialmente con
la superficie celular, estimulando la produccién de AMP,. Este segundo mensajero
es responsable de la produccién de un factor citosélico, todavia no caracterizado
pero que se cree que pudiera ser el DBI, requerido para activar el transporte de
colesterol hacia el interior de la mitocondria.

El DBI y su péptido derivado TTN estimulan la formacién de pregnenolona
en células de Leydig y adrenocorticales, mientras que el ODN presenta una menor

potencia (Papadopoulos y col. 1991).
Se han propuesto tres hipétesis sobre el papel que puede desemperiar el receptor
benzodiacepinico periférico en la traslocacién del colesterol de la membrana

mitocondrial externa a la membrana interna (Krueger y col. 1990):

- E1 RBP puede comprender todo o parte del aparato traslocador mito-
condrial.
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- E1 RBP puede funcionar como un proceso secundario que es requerido para
que tenga lugar el proceso de traslocacién.
- E1 RBP, en asociacién con el traslocador, puede participar en el transporte

de colesterol.

El problema radica en saber si estos receptores participan sélo en este pro-
ceso o si participan ademds en el transporte de otros componentes hacia la
membrana mitocondrial interna. De este modo, podria explicarse el transporte de

la protoporfirina IX hacia la membrana interna para su conversién en grupo hemo.

Recientemente se ha descrito que ciertos tipos de células gliales podrian ser
esteroidogénicas. Este hallazgo, junto al hecho de que ligandos del RBP modifican
algunas funciones del SNC afectando a la sintesis de esteroides, podria perfilar
una conexién entre el receptor periférico y el SNC. Se ha comprobado que la
conductancia a través de los canales de cloruro del receptor GABA, aumenta bajo
la accién de cirtos metabolitos reducidos de la progesterona (Majewska y col. 1986;
Puia y col. 1990), mientras que el sulfato de pregnenolona, esteroide que se
encuentra en el cerebro, actia como antagonista de la accién del GABA sobre los
canales de cloruro (Majewska y col. 1987; Mienville y col. 1989). Estos descubri-
mientos pueden ayudar a perfilar una hipétesis sobre la posible conexién entre los
receptores GABA, y los RBPs: la regulacién de los RBPs podria inducir cambios
en la biosintesis de esteroides, que tendria lugar en tejidos periféricos o en las
células gliales del SNC, y este hecho retroalimentaria sobre la funcién del receptor
GABA, (Krueger y Papadopoulos, 1992). De todos modos, este hipétesis es ain

muy especulativa y se requieren m4s trabajos para confirmarla.

2.8.- Relevancia clinica de los RBPs.

2.8.1.- Implicaciones patolégicas.

Ciertas lesiones cerebrales o tumores provocan un aumento del nimero de
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RBPs. La administracién de dcido kainico en el cuerpo estriado o via sistémica en
animales de experimentacién proporciona modelos experimentales de la corea de
Huntington y de la enfermedad de Alzheimer, respectivamente. En la enfermedad
de Alzheimer se ha detectado un incremento en la poblacién de los lugares de
unién para el [PHJPK 11195 en cértex frontal y temporal (Diorio y col. 1990) y en
plaquetas (Bidder y col. 1990). En la corea de Huntington se ha encontrado
también un incremento de lugares de unién para el [’H]Ro 5-4864 (Schoemaker y
col. 1982). La muerte de células neuronales que se da en estas patologias comporta
una gliosis paralela que implica un incremento en el nimero de RBPs, ya que las
células gliales presentan una elevada densidad de estos receptores. Se propone la

posibilidad de utilizar la densidad de RBPs como marcadora del dafio neuronal.

Enfermedades como la esclerosis muiiltiple, la enfermedad isquémica
cerebrovascular y el glioma maligno cursan también con un incremento paralelo
de los RBPs (Benavides y col. 1988).

En plaquetas de esquizofrénicos tratados crénicamente con neurolépticos se
ha detectado una disminucién de la unién del [PHJPK 11195 (Gavish y col. 1986),
asi como en pacientes epilépticos tratados con carbamacepina (Weizman, 1987) y
en rifién, corazén y cerebelo de ratones tratados crénicamente con fenobarbital
(Weizman y col. 1989).

Se ha estudiado también el incremento de RBPs en roedores con isquemia
cerebral inducida por termocoagulacién eléctrica. Los estudios autorradiograficos
revelaron la presencia de una elevada cantidad de estos receptores en glia,
existencia de una proteina fibrilar dcida (GFAP), presencia de astrocitos e
incremento de los RBPs en macréfagos, con lo cual se postula la posible utilidad
de la medida de densidad de RBPs como marcadora de la activacién celular
(Benavides y col. 1990). Estudios posteriores (Myers y col. 1991) han confirmado
el incremento de unién del [PHJPK 11195 a macréfagos en procesos de isquemia

cerebral. Parece ser que estos procesos podrian estar mediados por citoquinas tales
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como la interleukina 1 y el factor o de necrosis tumoral (Bourdiol y col. 1991) que,

liberadas por los monocitos, serian las responsables del incremento de los RBPs.
2.8.2.- Los RBPs en tumores humanos: aplicaciones del PK 11195.

La utilizacién del [''C]PK 11195 como emisor de positrones de vida corta ha
permitido el estudio de los RBPs "in vivo". Los primeros experimentos de este tipo
se realizaron en corazén de perro y humanos (Charbonneau y col. 1986). Starosta-
Rubinstein y col. (1987) fueron los primeros en sugerir el potencial papel que
podrian desempenar los ligandos del RBP como marcadores tumorales, dada la
creciente importancia que se atribuia a las benzodiacepinas en procesos de
regulacién del crecimiento neopldsico. De este modo relizaron autorradiografias
después de la administracién "in vivo" de PHJPK 11195 y [*H]flunitrazepam en
ratas con gliomas intracraneales, comprobando que estas sustancias marcaban
especificamente las zonas tumorales. Estos autores proponen la utilizacién del
[""CIPK 11195 en tomografia de emisién de positrones (TEP) o de ['*I]PK 11195
en gamma-grafias como medio de diagnéstico de tumores primarios del SNC en
humanos, ya que estos medios permiten discernir mejor si se trata de un tumor
¥ no, por ejemplo, un edema, que la resonancia magnética nuclear o la tomografia

axial computerizada.

El motivo de uso de estas sustancias como marcadores tumorales,
principalmente de cerebro, es que los tejidos afectados presentan un notable

incremento de RBPs, a los cuales se unen:

En gliomas experimentales inducidos en rata el nimero de RBPs aumentaba
més de 20 veces su valor normal (Black y col. 1989; Ikezaki y col. 1990; Black y
col. 1990). En tumores gliales humanos se ha descrito también un incremento de
la unién especifica del [PHJPK 11195 (Black y col. 1990), proponiéndose esta
sustancia como marcador tumoral. El incremento de unién de las benzodiacepinas

a tumores gliales se correlaciona de forma directamente proporcional a la
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malignidad del tumor. El marcaje de glioblastomas con [''C]JPK 11195 ya se ha
experimentado "in vivo" en humanos (Pappata y col. 1991) observdndose la notable
acumulacién de la sustancia en el tumor mediante TEP. Recientemente se ha
comprobado que los ligandos del RBP inducen cambios morfol6gicos y proliferacién
de mitocondrias (hasta un 250 % de incremento) en cultivos de células de glioma
de tipo C6 y T98G (Shiraishi y col. 1991).

En cambio, los derivados benzodiacepfnicos [*H]Ro 5-4864 y [*H]flunitraze-
pam muestran una baja afinidad para cultivos de células humanas de glioblastoma
U251 y D54 (Olson y col. 1988). Parece ser que, en humanos, los derivados
benzodiacepinicos presentan menos afinidad que los isoquinoleinicos, con lo cual

el papel de marcador tumoral quedaria relegado para el PK 11195.

Por lo que respecta al DBI, el asunto no estd todavia muy claro: se ha
detectado DBI en glioblastomas y astrocitomas, mientras que se ha encontrado
ausente en meningiomas, craneofaringiomas y neurinomas (Ferrarese y col. 1989).
Ademds, el contenido de DBI resulté ser menor en los tejidos tumorales que en
tejido normal, y la protoporfirina IX no desplaza a bajas concentraciones al PK
11195 de tejido de glioblastoma (Broaddus y col. 1990); con lo cual, el papel del
ligando endégeno en estos procesos no estd muy claro. Otro dato que demuestra
la complejidad del tema es que se ha detectado en glioblastoma humano dos
lugares de unién para los derivados isoquinoleinicos, uno de alta afinidad y baja
capacidad y otro de baja afinidad y alta capacidad (Broaddus y col. 1990). Por otro

lado, el cértex humano presenta un solo lugar de unién y de afinidad moderada.

Respecto a otros tumores, se ha descrito un incremento de los lugares de
unién del PK 11195 en muestras de pacientes con adenocarcinoma de colon (Katz
y col. 1990) y de cdncer de ovario respecto a muestras control. Los tumores
benignos de ovario presentaban valores que no diferian significativamnte de los
normales, con lo cual se sugiere que este incremento pueda ser usado como

marcador biolégico de la malignidad de procesos tumorales.
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En otro trabajo, sin embargo, se detecta una disminucién en la densidad de
RBPs en tumores de glandula submandibular de rata
inducidos por dimetilbenzo[a]antraceno (DMBA) (Mukherjee y col. 1990). Dicha
disminucién se atribuye a un descenso en la capacidad de unién de los RBPs en
mitocondria, bien por un descenso del nimero de mitocondrias o bien por un
fenémeno de down-regulation sobre los receptores. Es posible que haya cierta

especificidad celular en los efectos que provoca la malignidad sobre los RBPs.

2.9.- Otras acciones de las benzodiacepinas a nivel periférico.

2.9.1.- Acciones directas.

Las BZDs, a nivel periférico, inhiben la agregacién plaquetaria inducida por
dcido araquidénico por un mecanismo que parece comportar la inhibicién de la
sintesis de tromboxanos y de dcido 12-hidroxiheptadecatrienéico. La ciclooxigenasa
utiliza un grupo protoporfirinico como cofactor, al cual podrian unirse las BZDs e
inducirle un descenso de actividad, con la consecuente inhibicién de la agregacién
plaquetaria (Fonlupt y col. 1990). Estos efectos han llevado a sugerir la hipétesis
del uso de las BZDs para la prevencién o retardo de la tromboaterosclerosis

(Cuparencu y col. 1989).

También se ha descrito un efecto sobre la respiracién en células neuronales
consistente en la inhibicién del consumo de O, en el tercer estado de la respira-

cién, relacionado con el flujo electrénico y la sintesis de ATP (Larcher y col. 1989).

En el sistema cardiovascular, el Ro 5-4864 provoca un incremento del flujo
coronario que no es antagonizado por el PK 11195. El mecanismo de accién de este
efecto podria estar relacionado con la existencia de canales de calcio sobre los que
podrian actuar las BZDs (Grupp y col. 1987).

Las bezodiacepinas provocan "in vitro" la relajacién de utero de rata por un
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mecanismo que podria estar ligado a la inhibicién del influjo de calcio (Kazanietz
y col. 1990).

Las benzodiacepinas periféricas inhiben ciertos tipos de crecimiento celular.
En cultivos de glioma y neuroblastoma tienen un efecto antiproliferativo (Wang
y col. 1984). Esta inhibicién del crecimiento celular tiene lugar a concentraciones
micromolares, con lo cual se descarta la participacién de los RBPs, sino que se
relaciona con la capacidad de estos farmacos de inhibir el 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 concentraciones
nanomolares actian sobre la proliferacién celular estimulando la incorporacién de
timidina al ADN, mientras que a concentraciones micromolares inhiben su sintesis
. En células de melanoma de ratén se han caracterizado dos lugares de unién para
el [PH]diazepam, sugiriéndose que el lugar de afinidad es el responsable de la

melanogénesis (Matthew y col. 1981).
2.9.2.- Interaccion con otros farmacos.

Se ha demostrado una interaccién entre los barbituratos y el RBP. De este
modo, la administracién de fenobarbital en ratén provoca un incremento
significativo en la densidad de RBPs en el corazén, rifién y cerebelo respecto a
muestras control (Weizman y col. 1989). Asimismo, la administracién de pen-
tobarbital en rata revierte la disminucién en la densidad de receptores en el rifién

provocada por el estrés (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 1a accién sedante de este firmaco, que provoca una reduccién del tono
simpdtico (Marthy y col. 1986). O podria explicarse también por el efecto del diaze-

pam sobre el carrier mitocondrial Na*/Ca®" en corazén y cerebro .
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La administracién "in vivo" de Ro 5-4864 en ratones facilita las convulsiones
provocadas por métodos audiogénicos. El PK 11195 antagoniza este efecto, con lo
cual se pone de manifiesto el papel del Ro 5-4864 como agonista del receptor

periférico y del PK 11195 como antagonista (Benavides y col. 1984).

Se ha encontrado 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 [PH]JRo 5-4864 en cértex 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 modulada por el etrés.
Mediante un generador de shocks se provoca en ratas una disminucién en la
densidad de RBPs en tejidos como el corazén y el rifién (Drugan y col. 1990). La
supresion de la dieta en ratas provoca, asimismo, una disminucién del nimero de
RBPs. Esta relacién puede deberse al estrés, que provocaria cambios metabélicos,
0 a un efecto sobre la disminucién de ACTH causado por una hipercolesteremia

debida a la falta de alimentacién (Weizman y col. 1990).

Pacientes tratados con carbamazepina experimentan una "up-regulation” en
la densidad de RBPs de las plaquetas con respecto a controles. Este cambio puede
deberse a posibles alteraciones hormonales que puede provocar el tratamiento con

este firmaco, las cuales afectarian al RBP (Weizman y col. 1987).

Anestésicos como lidocaina y tetracaina desplazan a concentraciones
micromolares al [*’H]Ro 5-4864 de sus lugares de unién en bulbo olfatorio de rata.
Esta interaccién podria ser responsable de los efectos antiarritmicos o anticonvu-
Isionantes de esos firmacos. Asimismo, la carbamazepina desplaza, a con-
centraciones del orden micromolar, al Ro 5-4864, relaciondndose del mismo modo

POr su accién anticonvulsionante (Clark y col. 1990).
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Se ha demostrado que el diazepam presenta una accién vasodilatadora en
corazén. La unién del [*H]diazepam al corazén es desplazada por el dipiridamol,
farmaco utilizado en clinica por su accién vasodilatadora coronaria (Davies y col.
1981).

El tratamiento crénico de ratones con etanol provoca un incremento en el
ntimero de lugares de unién para el [*'HJRo 5-4864 y para el [P"HJPK 11195 en
cerebro, pero no en corazén ni en rifién. De este modo podria ser que los RBPs
participaran de alguna manera en el desarrollo de dependencia al alcohol (Syapin
y col. 1988).
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3.- UPTAKE DE ADENOSINA.

3.1.- Papel fisioldgico de 1a adenosina.

Desde hace m4ds de 50 anos, la adenosina ha sido ampliamente reconocida
como un importante neuromodulador. Este nucleésido juega un papel crucial en
el metabolismo energético de las células y se ha reconocido como mensajero
causante de efectos bioquimicos especificos que tienen como resultado diferentes
respuestas fisiolégicas. Muchos factores metabédlicos indican que la adenosina

actia en células cercanas a los lugares donde se forma.

En 1929, Drury y Szent-Gyorgyi describieron los efectos cardiovasculares de
la adenosina, y hasta ahora diversos trabajos han demostrado sus acciones en

diversos érganos y sistemas.

La adenosina posee efectos cronotrépico e inotrépico negativos; actia como
vasodilatador en casi todos los vasos sanguineos reduciendo el tono del misculo
liso vascular e incluso podria mediar la autorregulacién del flujo sanguineo a un
6rgano en respuesta a una demanda metabélica local (Berne, 1980; Winn y col.
1981).En el SNC, inhibe la liberacién de neurotransmisores, produce sedacién y

Presenta actividad anticonvulsivante. También participa en la calidad del suerio,
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en la regulacién de funciones auténomas como la respiracién y la presién
sanguinea, en la ansiolisis, ataques y en la proteccién contra la muerte neuronal.
Asimismo, la adenosina puede regular la liberacién renal de renina, inhibir la
agregacién plaquetaria, modular la funcién de los linfocitos, inducir broncoespasmo

e inhibir la lipélisis en los adipocitos.

Estas acciones vienen dadas por la interaccién de la adenosina con recepto-
res especificos que, segin la clasificacién de Burnstock (1978) se dividen en P; y
P, segin su afinidad por la adenosina o por nucleétidos de adenina. Asi, para los
P, las potencias relativas son: adenosina > AMP 2 ADP > ATP, mientras que para
el receptor P, son: ATP 2 ADP > AMP 2 adenosina. Metilxantinas como la cafeina
y la teofilina actian como antagonistas de los receptores P,, pero son inactivas
sobre los P,. Los receptores P, pueden dividirse a la vez en subtipos de receptor
adenosinico A, y A,. Originalmente, esta nomenclatura estaba basada en la
capacidad de la adenosina o sus andlogos por inhibir (A,) o estimular (A))
adenilato ciclasa al interaccionar con el receptor, pero estudios mds recientes han
descrito las potencias relativas con las que andlogos de la adenosina actian sobre
cada subtipo de receptor, aceptdndose mds la clasificacién de este modo, ya que la
activacién de los receptores puede estar acoplada a sistemas efectores diferentes
del de adenilato ciclasa. Basdndose en la afinidad por el PH]NECA (5-N-etilcar-
boxamido adenosina), un ligando no selectivo, los receptores A, se han subdividido
en los subtipos A,, (alta afinidad) y A,y (baja afinidad).

3.2.- Transporte de nucledsidos: concepto de uptake.

Se considera pues a la adenosina como un neurotransmisor/neuromodulador
¥, como tal, es liberada y recaptada en diversos tejidos. A pesar de que los lugares
y mecanismos por los cuales la adenosina es liberada no estdn todavia muy claros,
se sabe que es transportada por un sistema de transporte de nucleésidos por
difusién facilitada (Wu y Phillis, 1984; Paterson y col. 1985). Tan pronto como es

transportada al citosol, la adenosina suele sufrir metabolismo de algin tipo gracias
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a enzimas especificos que existen en la célula tales como adenosina-kinasa o
adenosina-deaminasa entre otros. Si se intentara medir el transporte de este
nucledsido, éste se veria afectado por el metabolismo que sufriria la fraccién ya
transportada, ya que se alteraria el equilibrio y la medida corresponderia a
transporte més metabolismo. Para evitar estas variaciones, los experimentos para
medir el transporte se realizan con tiempos de incubacién muy cortos (normalmen-
te entre 10 y 30 segundos) para evitar al mdximo el metabolismo. De todos modos,
tampoco es posible asegurar la no existencia de metabolismo en tiempos tan cortos,
ya que, aunque se afiadan al medio inhibidores especificos de determinados
enzimas, pueden existir otros que no se inhiban. Por todo esto, los experimentos
se realizan a tiempos de incubacién cortos, pero el término transporte es sustituido
por el término inglés uptake, que comprende el transporte més el metabolismo que

haya podido haber o no.

Donde m4ds extensamente se ha medido el transporte de adenosina ha sido
en eritrocitos y en ciertas células tumorales de mamiferos. El transporte de
nucleésidos ha sido definido en la mayoria de casos como un proceso de difusion
facilitada bidireccional y no concentrativo. M4s recientemente se ha medido el
uptake en diferentes tejidos del SNC tales como: cortes de cerebro (Davies y
Hambley, 1986), sinaptosomas (Bender y col. 1980), y células cerebrales cultivadas
(Bender y Hertz, 1986) o aisladas (Geiger y col. 1988).

Un método de determinar la existencia de un transportador de nucleésidos
es la determinacién de la afinidad de la preparacién por la [*HInitrobenziltioinosi-
na (NBTI, NBI o NBMPR), ya que los sitios donde se une con gran afinidad son
considerados como transportadores de nucleésidos funcionales (Jarvis y Young,
1980; Cass y col. 1981; Jarvis y col. 1982; Marangos y col. 1982; Geiger y col. 1985)
que poseen una capacidad constante de médxima traslocacién de uridina (Jarvis y
col. 1982). En eritrocitos humanos, la inhibicién de la unién del NBTI es predictiva
de que este compuesto es capaz de inhibir el transporte de nucleésidos (Hammond
y col. 1983). M4s recientemente también se ha usado el [*H]dipiridamol como
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marcador de transportadores de nucleésidos (Bisserbe y col. 1986).

Sin embargo, a diferencia que en los eritrocitos,los lugares de unién para el
NBTI en membranas corticales de rata presentan baja afinidad por los potentes
inhibidores del transporte de adenosina que son dipiridamol y hexobendina
(Marangos y col. 1982; Patel y col. 1982; Wu y Phillis, 1982; Clanachan y
Hammond, 1983). Debido a estos resultados, se ha cuestionado la utilidad del
NBTI como prueba del transporte de nucleésidos en el SNC (Bender y col. 1981).
Se postula la heterogeneidad de los transportadores de nucleésidos debido a las
diferencias de afinidad que presentan por los diferentes inhibidores del transporte
(Hammond y Clanachan, 1985). Hay quien propone que en los transportadores una
parte serviria como mecanismo de liberacién y la otra como un mecanismo de
influjo o inactivacién. También se encuentran diferencias en lo que respecta a

dependencia de sodio.

Se ha descrito la presencia de elevadas cantidades de adenosina en las

mitocondrias de rifion de rata (Henke y col. 1989).

3.3.- Receptores de adenosina en testiculo.

Se han identificado receptores adenosinicos en membranas de testiculo de
rata (Nakata, 1990). Se conoce poco acerca de las funciones de los receptores
adenosinicos testiculares. Varios trabajos de binding con ciclohexiladenosina
(CHA) muestran que estos receptores presentan un perfil farmacolégico de tipo A,
(Murphy y Snyder, 1981; Monaco y Conti, 1986; Stiles y col. 1986; Cushing y col.
1988). Stiles y col. demostraron que los receptores adenosinicos presentes en
membrana testicular estdn acoplados a adenilato ciclasa de un modo inhibitorio
andlogo a los receptores A, cerebrales. Asimismo, se ha decubierto que los
agonistas A, inhiben la secrecién de inhibina dependiente de FSH en cultivos de
células de Sertoli (Conti y col. 1988) y que dichos efectos son revertidos por toxina
pertusis (Monaco y col. 1988).
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Monaco y Conti (1986) postulan que los receptores adenosinicos presentes
en testiculo estdn principalmente situados en las células de Sertoli de los tiibulos
seminiferos y que estdn asociados funcionalmente a una inhibicién de la respuesta
celular. Si se extrapolan los efectos sobre el corazén se podria formular la hipétesis
de que la adenosina y sus receptores testiculares estuvieran implicados en la
regulacién del equilibrio energético en las células de los tibulos seminiferos:
podria imaginarse un modelo en el que las células de Sertoli proporcionan los
sustratos metabélicos para mantener los niveles de ATP en las células germinales
y que usan los receptores de adenosina como sensores del balance energético de
dichas células. Cambios en la concentracién de ATP en las células germinales
podrian comportar una liberacién de adenosina que sirviera de sefial a las células
de Sertoli para que regularan el envio de sustratos (Monaco y Conti, 1986). Otros
trabajos, valiéndose de métodos bioquimicos y autorradiogréificos, proponen una
asociacién de los receptores adenosinicos testiculares con el epitelio de los tibulos

seminiferos (Murphy y col. 1983).

Otros trabajos implican a la adenosina y a sus andlogos en la regulacién del
movimiento de los espermatozoides. Vijayaraghavan y Hoskins (1986) demostraron
que la adenosina, la 2'deoxiadenosina y otros andlogos de la adenosina que activan
adenilato ciclasa en otros tejidos, estimulaban la motilidad caudal de espermato-
zoides de bovino, seguramente aumentando los niveles de AMP,. Ademis,
comprobaron como, bajo ciertas condiciones, estos nucleésidos elevaban los niveles
de AMP, e inducian a la movilidad a espermatozoides inmaduros inméviles. Los
nucleésidos que no estimulaban la movilidad caudal de los espermatozoides
tampoco elevaban los niveles de AMP,, con lo cual sugieren que la adenosina es un
regulador fisiol6gico de la movilidad de los espermatozoides cuya accién se

fundamenta en la elevacién de los niveles de AMP,.
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3.4.- Inhibicién 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 en diversos tejidos.

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

dipiridamol.

Plagemann y Richey (1974), concluyen que el dipiridamol provoca una
disminucién de la velocidad médxima del transporte de nucleésidos afectando el
movimiento del carrier. El dipiridamol actia en un lugar especifico del carrier,

porque puede inhibir competitivamente la unién de [PHINBTI al mismo.

La papaverina actia de inhibidor del uptake de 1a 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), pero a tiempos de incubacién largos (15 min.) se comporta como no

competitivo.

- Inhibicién por ansioliticos.

Los compuestos m4s importantes de este grupo que actian inhibiendo el
uptake de adenosina son las benzodiacepinas. Esta accién inhibidora del uptake
puede ser un factor importante que contribuya a las acciones centrales de estos

farmacos.
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Wu y col. (1981), demostraron una interaccién entre los lugares de unién de
las benzodiacepinas y los inhibidores del uptake de la adenosina. Dipiridamol,
hexobendina, papaverina y NBTI mostraron una inhibicién competitiva de la unién
del [*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 la 1-metilisoguanosi-
na (Davies y col. 1980).

En eritrocitos de rata se ha descrito una interaccién entre el sistema
transportador de nucledésidos y las benzodiacepinas, tanto periféricas como
centrales. E1 Ro 5-4864 es la benzodiacepina con mds afinidad por el transpor-
tador, aunque su afinidad es del orden micromolar. Asimismo, el Ro 5-4864
desplaza la unién de [PHINBTI en eritrocitos humanos a concentraciones
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 ben-
zodiacepinas tienen baja afinidad, mientras que firmacos como el dipiridamol

tienen una alta afinidad (Hammond y col. 1983).

- Inhibicién por antidepresivos triciclicos.

Los antidepresivos triciclicos inhiben el uptake de adenosina en sinaptoso-
mas de cerebro de rata. Entre los méds potentes se encuentra la nortriptilina, con
una CI,, del orden de 0.8 pM. La clomipramina tiene un valor de CI,, de 26 nM.
Los antidepresivos no triciclicos son inhibidores muy débiles del uptake, como es

el caso de la viloxacina, con un valor de 0.1 mM.
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- Inhibicién por esteroides.

Se ha relacionado la accién anestésica que tienen algunos esteroides con la
capacidad que presentan para inhibir el uptake de la adenosina. El acetato de
dexametasona, la progesterona, el 17-8-estradiol y el 17-a-etinilestradiol inhiben
el uptake con un rango de valores de CI,, entre 4.8 tM y 6 uM, siendo esta
inhibicién de tipo competitivo. La causa por la cual estos fdrmacos actian 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 del transporte.
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II.- PARTE EXPERIMENTAL.



4.- MATERIAL Y METODOS.

4.1.- Obtenciéon de los érganos de interés para el estudio.

4.1.1.- Obtencion de la préstata 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 bajo condiciones estdndar de temperatura (22 =
0.5°C) y mantenidas en un ciclo luz-oscuridad de 12 horas (de 8 am a 8 pm) con
libre acceso a pienso (Letica IPM-R20) y al agua de bebida. Las ratas permanecie-

ron 24 horas en ayuno antes de ser sacrificadas.

El sacrificio se realizé mediante traumatismo craneal seguido de arterioto-
mia carotidea. A continuacién, se colocaron los animales sobre una mesa
quirirgica donde se les practic6 una laparatomia media que dejé al descubierto el
Paquete intestinal. Los 6rganos para el estudio fueron extraidos y depositados en
placas de Petri que contenian tampén Tris-sacarosa a pH 7,4, donde fueron
limpiados de grasa, tejido conectivo, etc. y, seguidamente, troceados para facilitar
su posterior homogeneizacién en un Polytron, manteniéndose en estos pasos una

temperatura entre 0 y 4°C.
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4.1.2.- Obtencion de la préstata humana.

Las muestras se obtuvieron a partir de intervenciones quirirgicas
practicadas a pacientes afectados de adenoma de préstata. Los fragmentos fueron
congelados en nitrégeno liquido y seccionados en un criostato a -22°C, establecién-
dose el correspondiente diagnéstico segin Rosai (1989). Las préstatas control

procedieron de necropsias de adultos jévenes.

4.2.- Procesamiento de los 6rganos: obtencion del pellet mitocondrial.

Al é6rgano troceado y pesado se le afiade tampén Tris-sacarosa pH 7,4 en
proporcién 1:10 (p/v) y se homogeneiza en un Polytron (Kinematica) durante 20 s.
a velocidad médxima. El homogeneizado se distribuye en tubos de centrifuga y se
centrifuga a 3000 rpm durante 10 min. a 4°C. El sobrenadante obtenido de este
proceso se trasvasa a otros tubos y se lleva a centifugacién a 8000 rpm durante 10
min. més. El pellet resultante se resuspende en el mismo volumen anterior de

tampdn Tris-sacarosa y se vuelve a centrifugar a 8000 rpm otros 10 min.
El pellet asi obtenido recibe el nombre de preparacion cruda mitocon-
drial, y se mantuvo siempre entre 0 y 4°C para evitar su degradacién antes de

realizar la determinacién de la concentracién protéica.

4.3.- Determinacién proteica.

Ya que la unién de un radioligando a un receptor depende de la concentra-
cién proteica en el medio de incubacién, es necesario determinarla y ajustarla a
la concentracién deseada. El método de Bradford (1976) tiene las ventajas de ser
rdpido y muy sensible, ya que permite la deteccién de cantidades de proteina del
orden de microgramos. Se fundamenta en una reaccién colorimétrica con el
colorante Coomassie Brilliant Blue G-250, que se une a la proteina al cabo de dos

minutos. El complejo formado por el colorante y la proteina provoca un cambio del
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méximo de absorcién del colorante de 465 nm a 595 nm, a la cual se mide la

absorbancia.

Frente al método de Lowry presenta la ventaja de que no se producen
interferencias debidas a iones como el K* y el Mg*, EDTA y glicidos; pero se
producen interferencias de alteracién del color en presencia de algunos detergentes
como el Triton X-100 y el SDS entre otros, requiriéndose en este caso realizar

controles.

4.3.1.- Preparacion del colorante.

Se pesan 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 y se disuelven en 50
ml de etanol. Se afiaden 100 ml de 4cido fosférico al 85 % p/v y se enrasa hasta 1
1 con agua destilada.

4.3.2.- Descripcion del ensayo.

Para la determinacién proteica es necesario elaborar primero una recta
patrén de albiimina sérica bovina (ASB). Se parte de una disolucién de ASB al
0,025 % p/v de la que se toman mediante micropipeta los volimenes necesarios
que contengan 2, 4, 6, 8 y 10 ng de proteina. Se depositan en tubos de ensayo, se
completa con tampén Tris-HCl pH 7,4 hasta 50 pl y se afiade 1 ml de solucién
colorante. También se prepara un blanco que contiene 0,1 ml de tampén Tris-HCl

¥y 2 ml de la solucién colorante.

A partir del pellet a determinar suspendido en 0,5 ml de tampén Tris-HCI
se hace una primera dilucién 1:10 (10 pl/100 pl) con tampén y de ésta tres mds 1:5
(10 pl/50 nl), a las que se afiade 1 ml de la solucién colorante.

Pasados 15 min. desde la adicién del colorante se mide la absorbancia en un

espectrofotémetro a 595 nm. El aparato utilizado fue un espectrofotémetro
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Shimadzu UV-1203.

Los valores de absorbancia de la concentracién problema se interpolan en
la recta de regresién obtenida de la recta patrén y, teniendo en cuenta las

diluciones efectuadas, se obtiene el valor de la concentracién proteica problema.
Tras la determinacién proteica los tubos que contienen la proteina obtenida
se congelan a -30°C, donde se almacenan hasta su utilizacién en los ensayos de

union.

4.4.- Tampones y disoluciones.

Para la realizacién de los ensayos de unién es necesario trabajar en un pH
entre 7 y 8, dentro del rango fisiolégico. El agente tamponante mds utilizado en
este tipo de ensayos es el Trizma®-HCI [hidrocloruro de Tris(thidroximetil)-
aminometano], y que se abrevia como Tris-HCI. A partir de una disolucién de Tris-

HCl 1 M se preparan dos tipos de tampén:

Tampén Tris-HCI (sacarosa 250 mM):

Se utiliza en la obtencién de la preparacién cruda mitocondrial, para
mantener las condiciones mds idéneas para el 6rgano una vez se ha extraido del
animal y para su centrifugacién una vez troceado y homogeneizado. Su composi-

cién es la siguiente:

= Trs-HUL 1M caeissssisssmamnes 0,5 ml
< SACAPOBA. .resrsosssesnassisssivisssiivisissaseaviss 8,55 g
= INBOH  cassswaswimsiessssisesss c.s.p. pH 7,4

- Agua destilada .....cccccevnennenns c.s.p. 100 ml.
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Tampén Tris-HC1 50 mM:

Se emplea para la incubacién del radioligando con la proteina y para

realizar las diluciones de los firmacos desplazantes. Se compone de:

- Tris-HCIl 1M .....cccccvvvevveanee. 50 ml.
-NaOH 1IN ...eeriievirrereeeeeennns cs.p.pH 7,4
- Agua destilada ..................... cs.p. 11

Solucién de polietilenimina al 1 % v/v.

Se requiere para tratar los filtros con el fin de disminuir la unién

inespecifica a los mismos, tal como se explicard mds adelante.

- Polietilenimina al 50 % ............... 1 ml
~ Agua destilada .....oessuisensinsises c.s.p. 100 ml.

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

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

de obtener el mdximo de unién especifica.

La unién especifica es aquella que se establece entre el ligando y el

receptor objeto de estudio. Dicha unién es imposible de determinar directamente
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ya que el ligando tiende también a unirse inespecificamente a otros sitios, es decir,
que paralelamente se produce unién inespecifica. La unién inespecifica se puede
deber a la liposolubilidad del ligando, por la cual se une a, por ejemplo, lipidos de
membrana; a la atraccién de cargas entre el ligando y otros lugares distintos del
receptor; y a fenémenos de adsorcién en la proteina o en el filtro empleado para
separar el radioligando unido del libre entre otras causas. Una caracteristica
fundamental de la unién inespecifica es que se incrementa linealmente conforme
se incrementa la concentracién de radioligando, ya que no llega a saturarse. La
union total es, pues, la suma de la unién especifica mds la inespecifica, con lo que

la unién especifica se obtendra restando la unién inespecifica de la total:
UNION ESPECIFICA = UNION TOTAL - UNION INESPECIFICA

Para determinar la unién inespecifica se incuba el radioligando con la
proteina y, ademds, con un exceso de ligando frio (sin marcar) que puede ser el
mismo que el radioligando u otra sustancia que presente afinidad por el receptor.
La concentracién de firmaco frio empleada suele ser 100 veces mayor que el valor
de la K del radioligando. Al lograrse asi una concentracién saturante de ligando
frio y, al ser la unién de un ligando a su receptor un proceso dindmico, ambos
ligandos (marcado y frio) competirdn por la misma poblacién de receptores y ésta
se saturard de ligando frio. De este modo el radioligando sélo se unird de forma

significativa a 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
permiten determinar la densidad de receptores en un tejido, (la B,,.,); y la afinidad
del ligando por el receptor, que se expresa mediante la K, y que se define como
la concentracién de ligando necesaria para ocupar el 50 % de la B_,,. Los ensayos
cinéticos de asociacién permiten determinar el tiempo necesario para que el

radioligando se una al receptor y se alcance el equilibrio termodindmico, asi como
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la constante de asociacién K,. Los ensayos cinéticos de disociacién proporcio-
nan el valor de la constante de disociacién K,. Haciendo el cociente entre la
constante de disociacién y la de asociacién se obtiene la K;,, que tiene que ser del

mismo orden que la hallada en los estudios de saturacién.

Finalmente, los ensayos de competicion permiten el estudio de la
afinidad que otros fdrmacos puedan tener por el receptor que se estudia al
desplazar a determinadas concentraciones el radioligando. El procesamiento de los
datos obtenidos en estos ensayos permite obtener la CI, (concentracién inhibitoria
50 %), que es la concentracién de sustancia que desplaza el 50 % del radioligando
unido especificamente al receptor. De estos ensayos también se obtiene la K|, que

es una medida de la afinidad de la sustancia desplazante por el receptor.

4.6.- Cdndicioneg del ensayo.

- Tiempo de incubacién.

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

tiempo.
Para determinar el tiempo de incubacién serd necesario realizar un estudio

de unién a diferentes tiempos de incubacién y ver a partir del que se alcanza la

saturacidén.
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- Temperatura.

La unién del radioligando a su receptor varia en funcién de la temperatura.
Por ello es necesario realizar ensayos de unién a diferentes temperaturas y ver a
cudl se produce la mdxima unién especifica. Mientras que algunos ligandos
requieren temperaturas fisiolégicas, otros presentan mayor unién especifica a
temperaturas entre 0 y 4°C. La causa por la cual se podria explicar una mayor
unién a baja temperatura podria ser una menor degradacién del radioligando, una
disminucién de la unién inespecifica y el hecho de que algunos radioligandos

tienen una mayor afinidad en estas condiciones.

- Regulacién del pH.

Generalmente, el pH suele mantenerse dentro del rango fisiol6gico, entre
7y 8. El agente tamponante mds utilizado es el Tris(hidroximetil)-aminometano,
pero no es necesariamente el mejor y, por lo tanto, para poner a punto un método

har4 falta determinar cuél es el tampén mds adecuado para el ensayo.

- Presencia de iones v GTP.

Cationes como el Na* y el Mg, entre otros, se afiaden algunas veces al
tampén de incubacién ya que pueden hacer aumentar o disminuir la unién
especifica del radioligando. Del mismo modo, algunos nucleétidos como el GTP se
afiaden al tampén de incubacién a concentraciones del orden de 100 pM al poder

afectar el comportamiento del receptor que se estudia.

4.7.- Separacién del radioligando unido del libre.

Una vez se ha incubado el radioligando con el receptor el tiempo necesario
para que se llegue al equilibrio, hace falta separar el radioligando unido del que

ha quedado libre para poder cuantificarlo posteriormente. Este proceso es muy
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delicado ya que ha de ser lo mds rdpido posible para evitar que se altere el
equilibrio y poder asi obtener resultados repetitivos. La separacién puede llevarse
a cabo por tres técnicas:

- Separacién por diilisis.
- Separacién por centrifugacién.

- Separacién por filtracidn.
Los tres métodos son vélidos, pero cada uno tiene sus ventajas e inconve-
nientes, de manera que la eleccién de uno de ellos dependerd de las caracteristicas

del ensayo a realizar.

- Separacién por didlisis.

Es teéricamente 1la més idénea ya que el equilibrio no se altera. Consiste en
dos celdas de didlisis separadas en dos cdmaras de volumen conocido por una
membrana de didlisis que el radioligando puede atravesar pero no la proteina. En
una de las cdmaras se coloca la muestra a estudiar y en otra la disolucién del
radioligando. El radioligando tiene tendencia a igualar las concentraciones a
ambos lados de la membrana, por lo que la atravesard y se unird a la proteina. Al
llegar al equilibrio tendremos en una celda el radioligando unido a proteina mis
radioligando libre, mientras que en la otra tendremos radioligando libre. Como la
concentracién de radioligando libre serd la misma en ambas celdas, la cantidad
unida se obtiene por diferencia de la radiactividad de ambas celdas. La gran
desventaja de este método es su inoperatividad, ya que no permite procesar gran
cantidad de muestras a la vez y, por tanto suele reservarse a casos en que el

radioligando presenta una baja afinidad por el receptor.

- Separacién por centrifugacién.

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

disociacién del complejo radioligando-receptor es elevada.

- Separacién por filtracién.

Es la técnica mds utilizada en los ensayos de unién de un radioligando a un
receptor. Para evitar la disociacién del radioligando unido del receptor hace falta
que la filtracién sea lo més rdpida posible. Para conseguirlo, la filtracién se hace
por vacio a través de filtros de fibra de vidrio, donde quedaré retenida la proteina
con el radioligando unido al receptor, y el radioligando libre quedar4 en el liquido
filtrado. Un inconveniente es la unién inespecifica de radioligando al filtro,
fenémeno que se solventa lavando con tampén el filtro varias veces una vez se ha
filtrado y tratando los filtros con una solucién de polietilenimina al 0,5 % antes de
usarlos para evitar la unién debida a las cargas eléctricas. Para tratar los filtros

también puede usarse albimina o gelatina.

Sus ventajas son la rapidez y posibilidad de procesar un nimero elevado de
muestras a la vez. Ha sido el método utilizado en el presente trabajo. Sus inconve-
nientes son la unién inespecifica al filtro, que puede ser grande en algunos
sistemas, y que no se puede utilizar cuando la disociacién es rdpida o el

radioligando presenta una baja afinidad por el receptor.

4.8.- Técnica del centelleo liquido.

Una vez se tiene el complejo radioligando-receptor retenido en el filtro es

necesario detectar y cuantificar la radiacién que contiene para transformarla
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posteriormente a cantidad de radioligando unido. Para ello se depositan los filtros
en viales de centelleo y se les afiade 10 ml de liquido o céctel de centelleo. La
técnica del centelleo liquido se fundamenta en la conversién de la energia de las
radiaciones emitidas por el radioligando en fotones gracias a su interaccién con los
compuestos orgdnicos que contiene el liquido de centelleo. En el presente trabajo
los radioligandos estdn marcados con tritio, que emite radiacién B que, al
interaccionar con el liquido de centelleo, serd convertida en energia electromagné-
tica (proceso de centelleo) y posteriormente cuantificada instrumentalmente

(proceso de deteccién y cuantificacién).

4.8.1.- Proceso de centelleo.

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

emitiendo la energia en forma de fotones.

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

contador y a las mds éptimas para cada radioisétopo.

4.8.2.- Proceso de deteccion y cuantificacion.

En este proceso se transforman los fotones emitidos en el centelleo en
impulsos eléctricos que sean detectados por el contador. Los fotones originados son
captados por un fotomultiplicador que, bajo su accién, desprende electrones,
consiguiendo de esta manera amplificar la sefial para su posterior tratamiento

electrénico. Como la cantidad de fotones emitida es directamente proporcional a
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la actividad existente en el vial, para un is6topo dado, a mayor intensidad de los

impulsos registrados, mayor ser4 la cantidad de radioligando presente en el vial.

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

expresada como desintegraciones por minuto (dpm):

E = cpm / dpm

En una situacién ideal, la eficiencia deberia de ser igual a 1 (se detectaria
toda la energia radiactiva); pero en muchos casos no es asi debido a que existen
una serie de procesos que absorben energia radiactiva para, por ejemplo, producir
reacciones quimicas. Para conocer el valor real de las desintegraciones (dpm) es

necesario pues conocer la eficiencia de contaje del proceso.

Al conjunto de fenémenos que impiden alcanzar el valor ideal de eficiencia
se les denomina "quenching”. Los tipos de quenching m4s frecuentes son el
quenching por el color (si la muestra con el céctel origina o tiene color, éste
absorbe fotones) y el quenching quimico (la energia se emplea para llevar a cabo
reacciones quimicas). Por ello es imprescindible realizar una curva de calibracién
de eficiencia de contaje con el liquido de centelleo que se utilice y patrones de
actividad conocida para asi conocer la eficiencia real y calibrar el aparato con los

valores obtenidos.

4.9.- Tratamiento de los resultados.

Los datos obtenidos de la deteccién de la radiactividad presente en los
viales, expresados en dpm, se procesan en un ordenador que ejecuta un software
capaz de calcular las constantes a partir de los mismos y de representar

graficamente los resultados. El paquete de programas utilizado ha sido el
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KINETIC, EBDA, LIGAND (McPherson y col. 1980).

4.10.- Influencia de la temperatura y la concentracién proteica.

La temperatura de incubacién y la concentracién proteica son dos
pardmetros a considerar en todo ensayo de unién. La temperatura puede afectar
la unién de un ligando al receptor, y una dependencia directa de la concentracién

de proteina demuestra la naturaleza proteica del mismo.

4.10.1.- Efecto sobre la unién del [*H]Ro 5-4864.

Estudios previos realizados en esta misma Unidad con el radioligando
[PHIRo 5-4864 en conducto deferente de rata habfan demostrado que la maxima
unién especifica se obtenia a una temperatura entre 0 y 4°C y que un aumento de
temperatura producia una disminucién en la cantidad de radioligando unido
especificamente. En cuanto a la concentracién proteica, se encontré una relacién
lineal entre la cantidad de proteina presente en el medio de incubacién y el
incremento de la unién especifica, demostrédndose asi la naturaleza proteica del
receptor. Faltaba ahora una estimacién de estos factores para la unién del [PHJPK
11195.

4.10.2.- Estudios realizados con [PH]JPK 11195 en prostata de rata.

- Influencia de la temperatura.

Para estudiar el efecto de la temperatura sobre la unién del [PH]JPK 11195
en préstata de rata se ha determinado la unién especifica del mismo a cuatro
temperaturas diferentes, manteniendo constantes los restantes pardmetros. Los

resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

67



Temperatura (°C) Unién especifica (DPM)

0 7561 = 199
10 8922 = 599
25 95690 =+ 89
37 7246 + 807

Tabla 4.1.- Influencia de la temperatura sobre la unién especifica del [*H]JPK
11195 en préstata de rata.

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado
+ E.S.M.
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Figura 4.1.- Representacién grifica del efecto de la temperatura sobre la unién
especifica del [PH]JPK 11195 en préstata de rata.
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Como puede apreciarse, la unién del [P'H]JPK 11195 no se ve afectada de
manera significativa por la temperatura, diferencidndose por ello de 1a del [*'H]Ro
5-4864.

- Influencia de la concentracién proteica.

Para valorar el efecto de 1a concentracién proteica sobre la unién del PH]JPK
11195 se incubaron concentraciones idénticas del radioligando con diferentes
concentraciones de proteina, determindndose para cada una la unién total y la

inespecifica. Los resultados obtenidos se expresan en la siguiente tabla:

png de proteina unién especifica (DPM)
25 1795 = 145
50 3096 = 500
100 7126 + 798
200 11344 = 637
250 14455 + 293

Tabla 4.2.- Influencia de la concentracién proteica sobre la unién especifica del
[FHIPK 11195 en préstata de rata.

Cada resultado es la media de tres experimentos realizados por separado
+ E.S.M.

La ecuacién de la recta de regresién resultante fue :

Y =55.14 x + 670.45
r = 0.994 ( P< 0.01)
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Figura 4.2.- Representacién gréfica de la influencia de la concentracién proteica
sobre la unién especifica del [P’H]JPK 11195 en préstata de rata.

Con lo cual se demuestra también la naturaleza proteica para el sitio de
unién del PK 11195 al encontrarse una relacién directamente proporcional entre

la concentracién proteica y la unién especifica.

4.11.- Descripcién de los ensayos de unién.

4.11.1.- Incubacion.

La incubacién es la etapa en la que el radioligando interactia un tiempo
determinado con el receptor. En este trabajo tiene lugar entre 0 y 4°C de

temperatura para los ensayos sobre el receptor benzodiacepinico periférico
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(temperatura entre la que se obtiene la mdxima unién especifica como se muestra
en el apartado anterior).

Se ha de tener en cuenta que las diluciones preparadas del radioligando se
degradan con rapidez al almacenarlas en nevera aunque sea por periodos cortos
de tiempo, posiblemente por el intercambio del tritio con los protones del agua. Por
otra parte, es recomendable hacer las diluciones de radioligando en tubos de
vidrio, ya que se ha comprobado que el pldstico lo afecta. Por todo ello, las
diluciones de radioligando se realizaron en tubos de vidrio en el momento en que
se iba a realizar la experiencia y en la cantidad justa que se iba a utilizar, a partir
de la solucién madre suministrada por el proveedor (normalmente etandlica),

utilizdndose de forma extemporédnea.

Incubacién en ensayos sobre el receptor benzodiacepinico periférico.

Como se ha citado anteriormente, tiene lugar a una temperatura entre 0 y
4°C (tubos introducidos en hielo picado). El tiempo de incubacién, obtenido de los
ensayos cinéticos de asociacién, ha sido de 2 horas. Las concentraciones proteicas
fueron siempre las mismas para un ensayo determinado, manteniéndose entre los

100 y 200 pg de proteina en los 250 pl de volumen de incubacién.

La reaccién se inicia al poner en contacto 125 pl de la suspensién de
extracto crudo mitocondrial, a una concentracién de 0,8 - 1,6 mg/ml, con 125 ul de
una dilucién de radioligando a una concentracién tal que, en el volumen final y
segun el tipo de ensayo, dé la concentracién final deseada de radioligando (que
suele ser entre 1 y 2 nM excepto para los ensayos de saturacién, en los que es mds

concentrado).

Los tubos con radioligando y proteina se mantuvieron en hielo durante 2
horas, transcurridas las cuales se paré la reaccién afiadiendo 4 ml de tampén frio
Tris-HC1 50 mM pH 7,4 y se filtré el contenido a través de filtros de fibra de vidrio
(Whatman GF/B) en un aparato de filtracién miltiple (Millipore) conectado a una
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bomba de vacio, lavdndose a continuacién los filtros dos veces con 4 ml de tampén
y, una vez secos, se colocaron en viales a los que se anadi6 10 ml de céctel de
centelleo, y se midié la radiactividad presente en la muestra al cabo de 24 h con
un contador de centelleo 8. Los filtros habian sido previamente tratados con una
solucién de polietilenimina al 0,5% antes de utilizarlos tal como se ha explicado
en apartados anteriores.

Los radioligandos utilizados permanecieron siempre a -30°C en su disolucién

etandlica de origen.

4.11.2.- Ensayos de saturacion.

En estos ensayos se mide el aumento de unién especifica al aumentar la
concentracién de radioligando, manteniéndose constantes el tiempo de incubacién
y la concentracién proteica. La cantidad de complejo radioligando-receptor se
calcula en funcién de la concentracién de radioligando libre. De estos ensayos se
obtienen dos constantes de gran importancia para la caracterizacion de un
receptor, que son la K, (que mide la afinidad del radioligando por el receptor); y
la B, que proporciona la densidad de receptores de un tejido. A menor valor de

K,, mayor sers la afinidad del radioligando por el receptor.

La ecuacién matemdtica que relaciona la concentracién del complejo

radioligando-receptor y la de radioligando libre es:

B, F)
(Kp+P)

donde B es la cantidad de radioligando unido, B,_, la mdxima cantidad de
radioligando unido al receptor (es decir, el niimero méximo de receptores), y F es

la cantidad de radioligando libre. Esta ecuacién genera una hipérbola rectangular,
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como se puede observar en la figura 4.3. Cuando la concentracién de radioligando
libre es igual a la K, la cantidad de radioligando que se ha unido al receptor es
la mitad de la B,,,,. La K}, es, pues, la concentracién de radioligando que ocupa la
mitad de la B,,,.

El procedimiento a seguir para realizar estos ensayos es preparar diluciones
del radioligando a concentraciones crecientes para conseguir llegar a ocupar todos
los receptores presentes en el tejido de estudio, manteniéndose constante la
concentracién proteica y el tiempo de incubacién. De cada concentracién de
radioligando se efectuardn controles para saber la cantidad de radiactividad total
depositada en cada tubo, asi como la unién inespecifica en presencia de ligando
frio a una concentracién 10° M. La evolucién de la unién total a inespecifica a

diferentes concentraciones de radioligando se muestra en la siguiente figura:
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Figura 4.3.- Evolucién de la unién de un radioligando a diferentes concentracio-
nes. UT: unién total. UI: unién inespecifica. UE: unién especifica.
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Hay casos en que la K del radioligando por el receptor es demasiado
elevada, de manera que se requeriria una cantidad también elevada de radioligan-
do para saturar los receptores. Para evitar un consumo excesivo de radioligando,
lo que se hace es mantener una concentracién constante del mismo y alcanzar las
diferentes concentraciones afiadiendo a cada tubo cantidades crecientes del ligando
frio hasta alcanzarlas, tal como se esquematiza en la figura 4.4, y el programa
informédtico de tratamiento de los datos (EBDA) se encarga de hacer las pertinen-
tes transformaciones a partir de los resultados obtenidos del experimento asi
realizado. Las transformaciones que permiten determinar grdficamente la K, y la

B, .. se explicardn en el apartado de Resultados.

4 A Solucién de farmaco trio 2E-5
A A
0.017 mi 0.068 ml 0.193 ml 0.343 ml 0.504 ml
0.034 ml 0.129 ml l 0.257 ml 0.429 ml 0.579 mi
Tampén v L 4 !L ¥
4l ) [ [ (]
S
v v v v v
[ 5 ™ 2
Afadimos 'A '3
0.28 mi
v l v l v I Y l v l
0.02 mi
de t&rmaco
tritiado
8 Ccada tubo =
Conc. total ./ ./ \_/ Nt AV R N S . Nz

{(nM) en el lubo

2 4 :
oo C10 26 42 74 130 190 250 330 410 480 550

Figura 4.4.- Ejemplo de ensayo de saturacién utilizando ligando frio en el medio
de incubaci6n.
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4.11.3.- Ensayos cinéticos.

En estos ensayos se determina la variacién de la unién de un radioligando
en funcién del tiempo. Podemos distinguir 2 tipos: ensayos cinéticos de asociacién
y cinéticos de disociacién.

La finalidad de los ensayos de asociacién es determinar el tiempo que se
tarda en saturar el nimero médximo de receptores a una concentracién de
radioligando determinada. De este modo se obtiene el tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio entre radioligando y receptor a esta concentracién de
radioligando, que serd de utilidad en los ensayos de saturacién y competicién.
Ademds, de estos estudios se obtiene la constante de asociacion (K,,) y de los

de disociacién la constante de disociacién (K,). Si tenemos en cuenta que:

los estudios cinéticos nos permiten obtener la K, que, 6ptimamente, ha de ser del

mismo orden que la obtenida mediante los estudios de saturacién.

La metodologia a seguir consiste en preparar tubos con la misma concentra-
cién de radioligando y proteina, pero variando el tiempo de incubacién. En este
caso, hemos escogido un intervalo de tiempo que comprende desde 1 minuto hasta
dos horas (1’, 3°, 5°, 7°, 10, 15’, 30, 60’, 90, y 120’), procediéndose a la filtracién de
los tubos una vez se cumple el tiempo de incubacién que tiene fijado cada uno. De
cada tiempo se realiza la correspondiente unién total y unién inespecifica, esta

iltima en presencia de una concentracién de ligando frio de 10°M.

Una vez realizado el ensayo de asociacién, se determina la unién especifica

(UT-UI) para cada tiempo y se representa la curva de asociacién que, si se
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linealiza con el método de pseudo primer orden o se trata con un software de
regresion no lineal nos dard el valor de K,,. De manera alternativa, puede
calcularse el logaritmo neperiano de la cantidad de radioligando unido en el
equilibrio (B,) dividida por la diferencia entre B, y la cantidad de radioligando

unido en el tiempo t (B) y representarlo respecto al tiempo segin la ecuacién:

InB,/B,-B=XK,F+K,t+K,t

y con ello se obtiene una recta cuya pendiente nos da el valor de K,,, tal como

muestra el siguiente ejemplo:

40
[ ]
__ 32r
m
l.
m 24}
~—
o 16| @
- L ]
=
0.8
[
0-0 1 1 1 1 ]
0 4 8 12 16 20
Tiempo (min)

Figura 4.5.- Representacién del In (B, / B, - B) respecto al tiempo de incubacién.
El valor de 1a pendiente de la recta es la K,,,.
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Los ensayos cinéticos de disociacién proporcionan el valor de K,. Para
realizar el ensayo se incuban los tubos con la proteina y el radioligando el tiempo
suficiente para que se alcance el equilibrio y, pasado este tiempo, se afiade una
cantidad de ligando frio tal que su concentracién final sea de 10° M para que
disocie el radioligando unido del receptor. La representacién de la unién especifica
en funcién del tiempo transcurrido desde la adicién del ligando frio es la curva de

disociacion.

A partir de la curva de disociacién y con un programa de regresién no lineal
puede obtenerse la K ,. Otra manera de obtener esta constante es representar el
logaritmo neperiano del cociente entre la unién especifica a un tiempo determinado
(B) y la resultante en el tiempo 0 de adicién del ligando frio (B,) respecto al
tiempo, siendo el valor de la pendiente de la recta de regresién resultante -K ,, tal

como muestra la siguiente gréfica:

lnB/Bo

1 1 1 1 J

0 10 20 30 40 50

Tiempo [min)

Figura 4.6.- Representacién del In (B / B,) respecto al tiempo de disociacién.
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A partir del valor de K, se puede obtener el valor de la vida media de
disociacién:

4.11.4.- Ensayos de competicion.

En estos ensayos se mide la afinidad que tiene un determinado compuesto,
no marcado radiactivamente, para el receptor que se estudia en funcién de su
capacidad para competir con el radioligando por el mismo receptor. Los pardmetros
que se mantienen constantes son las concentraciones de radioligando y de
proteina, que se ponen en contacto con diferentes concentraciones de la sustancia
competidora. El tiempo de incubacién para estos ensayos sobre el receptor
benzodiacepinico periférico ha sido de 2 horas, transcurridas las cuales se procedié
al filtrado del contenido de los tubos tal como se ha explicado anteriormente. A
medida que la concentracién de competidor es mayor, cabe esperar una menor
cantidad de radioligando unido al receptor.

Estos estudios sirven también para demostrar una especificidad farmacolégi-
ca, es decir, el radioligando que se estudia debe ser desplazado o, mejor dicho,

competir con todos los farmacos de su mismo grupo farmacolégico.

Si se representa la unién especifica frente al logaritmo de la concentracién
de competidor o desplazante se obtiene una curva sigmoidea (figura 4.7) en el caso
de que exista un tnico lugar de unién. La ecuacién que relaciona la concentracién

de radioligando unido (B) con la concentracién de desplazante (I) es la siguiente
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B . F
1+1

-E)

F+Kp(

siendo K, la afinidad del competidor por el receptor. La concentracién de

desplazante a la cual la unién del radioligando es la mitad de la total (sin

desplazante) de denomina CI;,, o concentracién inhibidora 50 %.
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Figura 4.7.- Representacién ejemplo de la disminucién de la unién especifica
respecto a la concentracién de formaco desplazante.
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4.12.- Ensayos de uptake de adenosina.

4.12.1.- Obtencion de la proteina y tampones.

Para los ensayos de uptake de adenosina se ha utilizado igualmente la
fraccién mitocondrial de testiculo de rata, cuya obtencién ya se ha descrito en los
apartados 4.1 y 4.2. La tnica variacién en el proceso ha sido el colocar los tubos
con el pellet resuspendido en un bafio a 37° C durante 5 minutos antes de la
segunda centrifugacién a 8000 rpm, con el propésito de que se degradara la
adenosina endégena que pudiera haber y hacer de este modo las mitocondrias més
dvidas para transportar adenosina ex6gena. Ademds, el agente tamponante
utilizado ha sido el HEPES (dcido N-(2-hidroxietil )piperazino-N’-(2-etanosulfénico))
en lugar del Trizma®-HCL

Los tampones utilizados en estos ensayos han sido los siguientes:

Tampén HEPES-sacarosa (pH 7.5).

Se utiliza en la homgeneizacién del tejido y en la obtencién del pellet

mitocondrial. Se compone de:

HEPES s6dico .....cccoeerreerenrrcnnns 2,6 g.
SHCATOBA ..ovisoesssissassasssssissnsssn 1026 g
L5 { &1 [ — c.s.p.- pH 7,56
Agua destilada .......ccooeuininnnn cs.p. 11

Tampén HEPES incubacién (pH 7.4).

Constituye el medio de incubacién para el proceso de uptake y con él se
efectuan las diluciones de protefna, [’H]Adenosina, adenosina fria e inhibidores.

Su composicién es:
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D-RlucoBa oc.ussavssisiesssmmmseniss 0,9 g.
MgCl, (6-hidrato) ......... R 04 g.
Cally o 0,14 g.
KoHPO, cereveeereeceercaersnennan 0,26 g.
HEPES 86Q1C0 ..iisicisissssississisvons 2,6 g.
| 5 (O c.s.p. pH 7,4
Agua destilada ..................... csp. 1L

4.12.2.- Condiciones y generalidades de los ensayos de uptake.

El transporte de adenosina a través de la membrana mitocondrial se ha
cuantificado en funcién de la cantidad de adenosina tritiada que se incorpora del
medio de incubacién al interior de la mitocondria y que, por tanto, podrd separarse
por filtracién de la adenosina libre de manera andloga a como se ha descrito en

apartados anteriores para los ensayos de unién.

El volumen de incubacién final ha sido en todos los ensayos de 1 ml, y la
concentracién proteica de 0,4 mg/ml. Como en este proceso se requiere una cierta
funcionalidad del transportador, la incubacién se llevé a cabo en un bario a 37° C.
En cuanto al tiempo de incubacién, se determiné en ensayos previos que al cabo
de 10 min. se obtenia el mdximo de cuentas. El inconveniente de tiempos de
incubacién tan largos es que, a mds tiempo, mayor cantidad de sustrato podria (si
existen los enzimas necesarios) metabolizarse y dar resultados falseados; por lo
cual, también se realizaron ensayos a 5 minutos de incubacién y a 30 segundos.
La incubacién a 30 s deberia ser més fiable pero no por ello 1a mds interesante,

tal como se verd en posteriores apartados.

El proceso de uptake se inicia con la adicién de 0,1 ml de una disolucién de
[*Hladenosina a una concentracién determinada a un tubo que contiene la

suspensién proteica en tampén de incubacién a 37° C, inicidndose asi la
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incubacién.

La unién inespecifica se determiné incubando la misma cantidad de .
radioligando y proteina que para la unién total a 0° C y en presencia de un exceso
de adenosina fria (10 pM). A temperaturas tan bajas el transportador no funciona
y, por tanto, s6lo se unird adenosina tritiada a lugares inespecificos.

Pasado el tiempo de incubacién se paré la actividad del transportador
mediante la adicién de 50 pl de una mezcla de dipiridamol y dilazep a concentra-
ciones tales que en el volumen final fueran 100 y 1000 pM respectivamente, y se
procedi6 inmediatamente a filtrar el contenido de los tubos después de la adicién
de 4 ml de tamp6n de incubacién frio, lavdndose seguidamente los filtros 2 veces
con 4 ml de tampén. Los filtros y el dispositivo de filtracién por vacio fueron los

mismos que se han descrito para los ensayos de unién.

Los filtros se depositaron en viales de centelleo, se afiadié 10 ml de céctel
Biogreen 1 y la radiactividad presente se valoré al cabo de 12 horas en un

contador de centelleo liquido.
4.12.3.- Ensayos de saturacion

Su finalidad es obtener los pardmetros Ky y V... para el transportador. La
K, (constante de Michaelis) es la concentracién de sustrato a la cual la mitad de
los centros activos del enzima o transportador estdn ocupados (equivaldria a la K,
de los ensayos de unién); mientras que la V,,, (velocidad mdxima) es la cantidad
de complejo enzima-sustrato formada por unidad de tiempo cuando los centros del
enzima estdn saturados de sustrato (equivalente a la B__, de ensayos de unién).
Ambos pardmetros se relacionan directamente ya que la K, es aquella concentra-

cién de sustrato a la cual la velocidad de reaccién se reduce a la mitad de V..

Estos ensayos se realizan incubando tubos que contienen la misma cantidad
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de extracto mitocondrial con cantidades crecientes de adenosina.

Dado que la adenosina suele presentar valores de Ky, en el rango micromo-
lar para sus transportadores, las concentraciones que se tendrian que preparar de
adenosina tritiada deberian de ser elevadas. Para evitar un gasto excesivo de
radioligando se procedi6 a realizar las saturaciones de 10 y 5 minutos de incuba-
cién mediante el método de la adicién de farmaco o sustancia fria (adenosina no
tritiada en este caso), tal como se explica en el apartado 4.11.2. Para la saturacién
a 30 segundos se siguié otra estrategia: se mantuvo una relacién constante de 1
Ci de adenosina tritiada por cada milimol de adenosina total, ya que a tiempos tan
cortos el método de adicién de adenosina fria nos hubiera proporcionado resultados
de incorporacién muy bajos al no poder entrar la suficiente cantidad de [PH]adeno-

sina para ser detectada a concentraciones totales altas.

Para los ensayos de saturacién a 5 min. en ausencia de sodio, se sustituyé
el cloruro sédico del tampén de incubacién por una cantidad equimolar de cloruro

de colina. Los experimentos se realizaron de manera andloga a la ya descrita.
4.12.4.- Ensayos de inhibicion.

En estos ensayos se mantuvo constante la concentracién de [PH]adenosina
a 10 nM y se midié6 el transporte en tubos que contenian diferentes concentracio-
nes de inhibidor. Para ello se preincubaron los tubos que contenian 0,1 ml de
suspensién proteica (para una concentracién final de 0,4 mg/ml) con 0,8 ml de
tamp6n de incubacién con el inhibidor a la concentracién deseada, a 37° C durante
3 minutos, pasados los cuales se afadié los 0,1 ml de solucién de adenosina
tritiada. Se dej6 pasar el tiempo de incubacién necesario antes de parar la reaccién
y filtrar. Los tiempos de incubacién para estos ensayos fueron también de 10 min.
5 min. y 30 seg.

83



4.12.5.- Tratamiento de los resultados.

En un principio, los datos obtenidos de las saturaciones, expresados en dpm,
se introdujeron en el programa inform4tico de cdlculo de pardmetros enziméticos
ENZFITTER, pero posteriormente se trabajé con los programas EBDA y LIGAND
debido a que daban los mismos resultados y proporcionaban m4ds versatilidad para

su posterior manipulacién en una hoja de célculo.

4.13.- FArmacos, reactivos y material empleados.

Farmacos v reactivos.

Se han utilzado los siguientes compuestos y reactivos:

- *'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, clonazepam y dilazep (Hoffman-La Roche).

- AHN 086 (Dra. A.H. Newman).

- Protoporfirina IX, S-(2-hidroxi-5-nitrobencil)-6-tioguanosina (HNBTG), S-
(p-nitrobenzil)-6-tioinosina (NBTI), atractilésido, carboxiatractilésido,
adenosina, Trizma®-clorhidrico, HEPES sédico y cloruro de colina (Sigma).

- Nifedipino, Nitrendipino y BAY-K 8464 (Bayer AG).

- Dipiridamol (Boehringer Ingleheim).

- Sacarosa, D-glucosa, cloruro sédico, cloruro magnésico (6-hidrato), cloruro
célcico, hidrogenofosfato potdsico (Panreac).

- Albumina sérica bovina (Merck).

- Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma).

- Polietilenimina (sol. acuosa 50 % V/V) (Sigma).

- Céctel de centelleo Biogreen 1 (Scharlau).
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Las soluciones stock de cada fdrmaco se han preparado, en el caso del PK
11195, Ro 5-4864, diazepam, clonazepam, AHN 086, protoporfirina IX, nitrendipi-
no, nifedipino, BAY-K 8464, NBTI y dipiridamol en etanol absoluto. E1 PK 14105
se ha disuelto en dimetilsulféxido. El resto de los compuestos utilizados se ha
disuelto en agua destilada. Las diferentes disoluciones se almacenaron en nevera

y no mds de una semana.

Material fungible:

- Tubos de vidrio de borosilicato de 12 x 75 mm (Corning).
- Filtros de fibra de vidrio Whatman GF/B (2,5 mm).
- Viales de centelleo de 20 ml (Aulabor).

Aparatos:

- Homogeneizador de tejidos Polytron (Kinematica).

- Centrifuga preparativa Beckman J2-21.

- Espectrofotémetro Shimadzu UV-1203.

- Aparato de filtracién multiple por vacio (Millipore).

- Contador de centelleo liquido 8 LKB Wallac 1217 Rackbeta.
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5.- RESULTADOS.

5.1.- Expresion de los resultados.

En el capitulo anterior ya se han mencionado los diferentes ensayos que son
necesarios para la caracterizacién de receptores de membrana mediante la unién
de radioligandos. De estos experimentos se obtienen datos que, una vez procesa-
dos, nos proporcionan las constantes que caracterizan el receptor estudiado. Este
apartado recoge las ecuaciones y expresiones matemadticas que dan lugar a estas

constantes.

5.1.1.- Estudios de saturacién.

La interaccién fidrmaco-receptor puede describirse mediante una serie de
ecuaciones basadas en los principios de A. J. Clark, segin las cuales, dicha

interaccién obedece la ley de accién de masas, es decir:

k,
F+R < > FR
K,

donde F es el formaco, hormona o neurotransmisor, R el receptor, FR el complejo
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farmaco-receptor resultante, k, la constante de asociacién y k, la constante de

disociacién.
La velocidad de asociacién y disociacién iniciales serdn, respectivamente:

V, = k, [F] [R]
V, =k, [FR]

El equilibrio se alcanzard cuando ambas velocidades se igualen, es decir:
k, [F] [R] = k, [FR]

agrupando términos obtenemos:

[ FR]

.o -1
TH A K, K,(molar)

donde K, es la constante de asociacién en el equilibrio, pero es mds habitual que
la afinidad del formaco por el receptor se exprese como la K, (constante de
disociacién en el equilibrio), que serd la inversa de K, y tendrd como unidad

molar, es decir:

k
% T,

(=

Si se representa gréficamente en abcisas la concentracién de radioligando

Y en ordenadas la unién al receptor, se obtiene una hipérbola rectangular que
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obedece a la ecuacién:

Si Y = [*FR], x = [*F], b = K, y a =R (n® total de receptores), entonces:

[*F] [Roppy)]

[+FR] ==X

Si la K, es la concentracién de radioligando que ocupa la mitad del total de

receptores, entonces:

[*FR] = [Rror]

¥, si lo sustituimos en la anterior ecuacién, obtenemos:

2 [*F) [Rpyp)
Kp+ [*F]

[Rpor] =

¥, dividiendo ambos miembros por [Ryol:
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K, + [*F] = 2 [*F]
KD = [*F]

Otra deduccién importante es que la meseta que se describe en la gréfica
representa la ocupacién méxima de los receptores especificos por *F, lo cual se

demuestra del siguiente modo:

[*F] [Rpp,]
K+ [*F]

[*FR] =
[*FRY(Kp+[*F])=[*F][R,,]

([*FR]Kp) +([*FR][*F]) =[*F][Rpoy]

[*FI([Rpod -[*FR)=[+FRIK,,

[*FRIK,

O Reor +FR]
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Como [*FR] tiende a [Ryy], [*F] tiende a infinito, ya que el cociente, cuando

el denominador es cero, equivale a infinito.

Esta gréfica, donde se representa la concentracién de radioligando respecto
a su unién, permite determinar una de las propiedades de los receptores: la
saturabilidad. A elevadas concentraciones de radioligando se ocuparén préctica-

mente todos los receptores, ya que éstos estdn presentes en un niimero limitado.

La representacién de Scatchard.

En la anterior demostracién, se mencionaba que son necesarias concentra-
ciones de radioligando muy elevadas para ocupar la totalidad de receptores
presentes en una muestra. Por esta razén, se usa la representacién de Scatchard
para determinar la B_,,. En ésta, se representa en abscisas la concentracién de
radioligando unido (B o [*FR]) frente al cociente de radioligando unido dividido por
el libre (B/F o [*FRJ[*F)).

Si consideramos la ecuacién, ya vista:

_[*FlRpo,]

F. ;
[+FR] Ky [+F]

es la misma que (cambiando las abreviaciones):

o Bowe,
Ky+F’
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(BKp)+(B-F)=FB_,;

dividiendo ambos miembros por F:

B
—K,)+B=B__ ;
(F l))+ max

y, aislando B/F, obtenemos:

que es una expresién lineal del tipo y = mx + b, ya que es lo mismo que:

B
£=—LB+ max
F K, K,

Por lo tanto, si un ligando interacciona con un solo tipo de poblacién de
receptores, se obtiene una recta cuya interseccién con el eje de abscisas proporcio-
na el valor de B, y cuya pendiente es -K,. Si la poblacién de receptores no es de
un solo tipo y las K;, para cada tipo son diferentes, se obtiene una curva que se

puede descomponer en dos rectas, cuya pendiente serd la -K, de cada poblacién.
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Representacién de Hill.

La representacién de Hill es otra transformacién de los datos obtenidos en
los ensayos de saturacién que permite determinar si la interaccién que se estudia

es 0 no bimolecular.

La ecuacién de Hill es la siguiente:

B __ [
Bosx  Kp+[FT"

cuando n = 1, la interaccién obedece la ley de accién de masas para reacciones
bimoleculares. En esta ecuacién, n representa el niimero de lugares de unién por
molécula de receptor. Para representarla mds cémodamente esta expresién

matemdtica se puede transformar reagrupando términos y aplicando logaritmos:

(BKp)+(B{FI)=B_,_1FI"

BK,=(B_, -B){FI"

KL =[F1"
B_B p=[F]

92



B __[FI"

B__-B K;J

B
B_ -B

log =(nlog[F)-logKp,

La pendiente de la representacién de Hill, n, se denomina coeficiente de Hill
(ng). Si el valor de dicho coeficiente es igual a 1, entonces la K, es igual a K. En
este caso, la poblacién de receptores ocupada por el radioligando serd de un solo
tipo, la interaccién formaco-receptor serd bimolecular y cumplird la ley de accién
de masas. En el caso de que hubiera méds de un tipo de poblacién de receptores
ocupada, el coeficiente de Hill sélo podria ser 1 si las afinidades del radioligando
por los subtipos de receptor fueran iguales y los diferentes lugares de unién no

interaccionaran entre si.

Si ny es mayor que 1, existe cooperatividad negativa en la interaccién
farmaco-receptor. Si es menor que 1, hay diversas posibles interpretaciones: existe
cooperatividad negativa, o hay diferentes poblaciones de receptores que no

interaccionan entre sf o bien hay multiples estados interconvertibles en los que la
afinidad varia.

5.1.2.- Estudios cinéticos.

En la interaccién de tipo bimolecular, como ya se ha mencionado, 1a k, es
la constante de asociacién y la k, es la de disociacién. A continuacién se muestran
las deducciones que permiten obtener estas constantes a partir de la unién de

radioligando al receptor en funcién del tiempo.
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La formacién de *FR respecto al tiempo se puede expresar como:

PR K[+ FURI-R PR

En el equilibrio, la cantidad de complejo *FR que se forma es la misma que
la que se disocia, con lo cual, d[*FR]}/dt = 0.

Se considera que, en las condiciones de incubacién, [*F] es mucho m4s
grande que [R]. Por lo tanto, [*F] no varia, mientras que [R] sf lo hace conforme
se va formando m4ds [*FR]. Debido a ésto, podemos 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] = [Ryoq] - [FR], y que la formacién neta de *FR

es, como ya se ha dicho, cero. Por tanto, en el equilibrio:

ky((Rpo)-[FR1, ) =k,[FR], ;

kilRror] 1
(FR,,

k,=

Sustituyendo k, en la primera ecuacién, se obtiene:
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1 Reor

diFR] _,
'[FR),,

= {((Ryod -[FRY)-(k

dIFR] . .IFRl,-[FR
Sa R —

dFR] __KiRpo
[FR),,~[FR] [FR),,

Integrando esta ecuacién entre t, y t,:

1o IFRL,-[FR], _ ky[R o)
(FR),-IFR], [FR],

{tz_tl)

Parat=0:

FRL, _kiRpor]
[FR,,~[FR], [FR],, ~

-k)[FR];

95



Si, como se ha visto anteriormente:

Y kl[RIUT]
ky +key = [FR,
y, como k,’ = k, [F], entonces:
[FR],,
iR 2 D

La constante observada (k,,,) se define como (k,[F] + k;) = (k;’ + k,). Si
se representa In [FR],, / ((FR], - [FR]) respecto al tiempo, se obtiene una recta

cuya pendiente es la k. Sus unidades son min’. De este modo, si conocemos la

k,:

Kops ks

ko 2

Para determinar la k, (disociacién) hace falta que las condiciones del ensayo
sean las adecuadas para que la asociacién entre radioligando y receptor sea

despreciable. Entonces:
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diFR] __
= =k |FR]

donde [FR] podréd ser sustituido por [F]. Este cambio y posterior integracién

conduce a:

[FR]
P el N
[FR], %

donde [FR] representa la unién de radioligando a cualquier tiempo y [FR], es la
unién en t = 0. La representacién de [*FR] / [*FR], respecto al tiempo describe una
recta cuya pendiente es igual a -k, (min™).

5.1.3.- Estudios de competicién.

En estos estudios se evalia la capacidad de diversas sustancias para
desplazar el radioligando unido al receptor que se estudia. El pardmetro que
determina esta capacidad es, como ya se ha explicado anteriormente, la Cl,
(concentracién inhibidora 50 %), que corresponde a la concentracién de formaco
desplazante que reduce a la mitad la unién del radioligando al receptor. En la
seccién de Material y Métodos ya se ha mencionado c6mo se obtiene la gréfica en
la que se aprecia la disminucién de la unién especifica en funcién de la concentra-
cién de desplazante. La CI, se calcula con ayuda de programas informéticos de
regresién no lineal. Esta constante es mds utilizada que la K, (constante de
disociacién en el equilibrio para el desplazante), que no es igual a la CI;, ya que
ésta depende de la concentracién de radioligando existente en el medio. Este valor

se puede calcular, bajo determinadas condiciones, mediante la ecuacién de Cheng

97



y Prusoff:

Las condiciones necesarias para que esta ecuacién sea véilida son las

siguientes:

1.- *F tiene que interaccionar con una sola poblacién de receptores con una
afinidad constante para el radioligando, y el desplazante ha de cumplir también
dichas condiciones.

2.- La [*F] ariadido es igual a la de libre.

3.- La concentracién de R es mucho menor que la K, para el *F o para el

desplazante.
4.- La unién especifica detectada es reflejo de la cantidad de *FR formado.

5.- La incubacién es suficientemente larga para que se alcance el equilibrio

para el radioligando y para todas las concentraciones de desplazante.

Si estas condiciones no se cumplen, se puede aplicar la siguiente férmula:

o U]
A, Rl Ko [FI2)
K, K, Ky+[+F]
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Siendo [I] 1a concentracién de desplazante:

Rord | [+F) K,
[1=CI,,- + +
0" Rrorl + =5 (Kp+[~ﬂ K,,+[*f1+[Rm1/2)

Sin embargo, estas ecuaciones no pueden aplicarse si la representacién de
Scatchard demuestra la existencia de dos clases de lugares de unién o el valor de
la K, varia al cambiar [Rygq] 0 [*F].

5.1.4.- Estudios de transporte.

La cinética de un transportador se mide como si de un enzima se tratara,
aplicando los principios de Michaelis y Menten. Segin éstos, el sustrato y el
transportador se combinan para formar un complejo enzima-sustrato con una
determinada velocidad y, porteriormente, se disocian. De estos estudios se obtienen
los pardmetros Ky y V.., cuyo significado ya se ha explicado en la seccién de
Material y Métodos.

La gréfica que muestra la cinética se obtiene al representar la velocidad de
reaccién (V) frente a la concentracién de sustrato ([S]), obteniéndose una hipérbola
rectangular andloga a la de los ensayos de saturacién, cuya meseta indica la
ocupacién de todos los transportadores. La ecuacién de Michaelis-Menten, que se
deduce de una forma andloga a la aplicada para los ensayos de unién, es la
siguiente:

vev, —L
[S]1+K),
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Esta ecuacién justifica los datos cinéticos obtenidos en la representacién
grifica. A concentraciones bajas de sustrato, cuando [S] es mucho menor que K,
V = [S] V... / Ky esto es, la velocidad es directamente proporcional a la
concentracién de sustrato. A concentraciones de sustrato elevadas, cuando [S] es
mucho mayor que Ky, V =V__,, con lo cual, la velocidad es independiente de la

concentracién de sustrato.

La Ky y la V.. pueden derivarse fdcilmente de las velocidades de
transporte a diferentes concentraciones de sustrato si el transportador opera segin
la ley de accién de masas. Es conveniente transformar la ecuacién de Michaelis-
Menten en otra que, representada grdaficamente, resulte una linea recta. Esto se

consigue tomando los valores inversos de dicha ecuacién, para dar:

1_3 . % 1
V V. V. IS

La representacién grédfica de 1/V frente a 1/ [S], denominada representa-
cién de Lineweaver-Burk, es una recta con una ordenada en el origen igual a 1/
Voao ¥ una pendiente de Ky, /V,,,. La interseccién con el eje de abscisas es igual
a-1/Ky.

Si se representa V frente a V / S, se obtiene la representacién de Eadie-
Hofstee, 1a cual, caso de originar una sola recta de pendiente negativa, indica la
presencia de un solo componente de transporte; mientras que, si se puede ajustar

a dos rectas, indicard la presencia de dos componentes.
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5.2.- Estudios realizados en prdéstata de rata.

5.2.1.- Estudios de competicion realizados con [*H]JRo 5-4864.

Continuando la caracterizacién del receptor benzodiacepinico periférico en
préstata de rata usando [*H]Ro 5-4864 como radioligando (iniciada por nuestra
linea en trabajos anteriores), se realizaron estudios de competicién por diversas

sustancias, cuyos resultados se muestran a continuacién.

100
(@]
Qa
> 80
S
>
© 60
Y
O 40 f
(@]
o
a 20 |
2
0 - 1 1 -
-1 10 -9 =8 ~¢r =6 -5 -4
LOG [DESPLAZANTE] (M)

Figura 5.1.- Desplazamiento por ligandos del RBP: AHN 086 (O), PK 14105 (@);
por inhibidores del uptake de adenosina: dipiridamol (M); y por inhibidores del
carrier ADP/ATP: atractilésido (a).
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Figura 5.2.- Desplazamiento por dihidropiridinas: BAY K-8464 (@) y nitrendipino

(m).

TABLA I: Inhibicién de la unién especifica del [’H]JRo 5-4864 en préstata de rata

por diferentes compuestos.

Compuesto CI,, (nM) Pendiente

AHN 086 123,2 = 49.5 1,03 = 0,03
PK 14105 16,38 = 1,015 1,02 = 0,05
Atractilésido 12,83 = 10,49 0,18 = 0,02
Nitrendipino 11460 = 5370 0,812 = 0,02
BAY K-8464 38390 + 16470 0,85 + 0,23
Dipiridamol 535 = 191 0,75 = 0,13

Los resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.
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5.2.2.- Estudios realizados con [*H]PK 11195.

5.2.2.a.- Estudios de saturacién.

7500

6000

4500

3000

1500

UNION ESPECIFICA (fmols/mg)

0 1 | ! | J
0 5 10 15 20 25

PHIPK 11195 (nM)

Figura 5.3.- Saturacién de la unién especifica del ["HIPK 11195 en préstata de
rata.
Tabla II.- Unién especifica del [PHJPK 11195 en préstata de rata.

Concentracién [PHJPK 11195 Unién especifica (fmols/mg)
0.5 x 10° 228 = 49
1x 10° 521 = 69
2 x 107 1072 = 252
5x 10° 3107 = 122
10 x 10°® 4800 = 157
15 x 10°? 5709 = 498
20 x 10° 6342 = 385
25 x 10° 6374 + 752

Los resultados son 1a media de tres experimentos realizados por separado + EEM
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Figura 5.4.- Representacién de Scatchard de la anterior saturacién.
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Figura 5.5.- Representacién de Hill de la saturacién en préstata de rata usando
PHJPK 11195 como radioligando.

Tabla IIIL.- Resultados de las experiencias de saturacién realizadas en préstata de
rata con [*H]PK 11195. Los resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.

K, (mM) B,_.. (fmols/mg) - ng

1,51 £ 0,03 6050 = 583 1,07 £ 0,03

5.2.2.b.- Estudios cinéticos.
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Figura 5.6.- Cinética de asociacién en préstata de rata utilizando PH]JPK 11195

como radioligando.

Tabla IV.- Valores obtenidos de la cinética de asociacién en préstata de rata

utilizando [PH]PK 11195. (Media de 3 experimentos realizados por separado =

E.EM.)
Tiempo (min) Unién Especifica (%)
1 16 =+ 2
3 20 = 2
5 28+ 3
; 381
10 45+ 3
15 62 = 2
30 83+4
60 94 + 4
90 100 = 2
120 100 = 4
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Figura 5.7.- Representacién logaritmica de la anterior cinética de asociacién.

Tabla V.- Constantes obtenidas de los ensayos cinéticos de asociacién en préstata
de rata utilizando [*H]JPK 11195 como radioligando. Los resultados son la media

de tres experiencias = E.E.M.

k,,, (min) k, (min™) k,, (min' M") Kp (nM)

0,059 = 0,014 0,0051 = 0,0008 5,44 = 1,4X107 0,11 = 0,005
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Figura 5.8.- Cinética de disociacién del [PHJPK 11195 en préstata de rata.
Tabla VI.- Valores obtenidos de la cinética de disociacién realizada en préstata de
rata utilizando [PH]PK 11195 (Media de 3 experimentos = E.E.M.).

Tiempo (min) Unién Especifica (%)
5 97 = 2
10 94 = 7
15 77 = 4
30 652
60 61%3
90 52 + 3

120 46 = 6
180 34 +3
240 28 + 2
270 20 = 4
300 17+ 1
360 10+ 3
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Figura 5.9.- Representacién logaritmica de dicha cinética de disociacién.
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5.2.2.c.- Estudios de competicién.

100
o
()]
> 80}
o
To)
o 60}
; 40
=
L
© 20
R
oL ]
-4
LOG [DESPLAZANTE] (M)

Figura 5.10.- Desplazamiento del [*HJPK 11195 por diversas benzodiacepinas: Ro
5-4864 (@), AHN 086 (W), diazepam (O) y clonazepam (0J).
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~ Figura 5.11.- Desplazamiento por isoquinolein-carboxamidas: PK 11195 (@), PK

14105 (m); por el supuesto ligando endégeno protoporfirina IX (a); y por nitrendipi-

no (0O).
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Figura 5.12.- Desplazamiento por sustancias que interaccionan con el carrier
ADP/ATP: atractilésido (@) y a,B-metilén-ATP (H).
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Figura 5.13.- Desplazamiento por inhibidores del transporte de nucledsidos:

dipiridamol (@) y NBTI (m).

Tabla VIL- Inhibicién de la unién especifica del [PHJPK 11195 en préstata de rata

por diferentes compuestos.

Compuesto CIy, (nM) Pendiente

Ro 5-4864 9,04 = 1,06 0,81 = 0,13
AHN 086 238,2 + 27,8 1,11 + 0,03
Diazepam 284,12 + 47,12 0,97 = 0,03
Clonazepam 43711 = 169 0,54 = 0,06
PK 11195 3,45 + 1,18 0,92 + 0,11
PK 14105 4,35 + 1,08 1,02 = 0,11
Nitrendipino 4796 + 1983 0,87 = 0,12
Protoporfirina IX 5050 = 3203 0,33 = 0,02
Atrictilésido 6457 + 2027 0,11 + 0,08
o,B3-metilén-ATP 13717 + 5169 0,24 + 0,04
Dipiridamol 141,54 = 53,46 0,81 + 0,14
NBTI 33.386 + 11.323 1,01 = 0,15
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5.3.- Estudios realizados en préstata humana con [*H]PK 11195.

5.3.1.- Estudios de saturacion en préstata humana.

Con el fin de poder comparar la densidad de RBPs presente en adenoma de
préstata humana (obtenida en trabajos anteriores de nuestro grupo), con la
presente en préstata sana, se procedié a realizar estudios de saturacién con

muestras de préstata humana control. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacién.
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Figura 5.14.- Saturacién de la unién del [*'H]JPK 11195 en préstata humana (@)

junto a la ya obtenida en adenoma (H).
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Tabla VIIL- Unién especifica del [PHJPK 11195 en préstata humana.

Concentracién de PHJPK 11195 (nM)

Unién Especifica (fmols/mg)

5
10
15
20
40
60

140
180
250

1904 + 69
4230 = 270
4775 = 578
7005 = 547
7698 = 686
8947 = 881
11334 = 908
12245 = 1186
10760 = 1261

Los resultados son la media de tres experimentos realizados por separado + E.E.M.
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Figura 5.15.- Representacién de Scatchard de la anterior saturacién.
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Figura 5.16.- Representacién de Hill de la saturacién en préstata humana
utilizando [PH]PK 11195 como radioligando.

Tabla IX.- Resultados de las experiencias de saturacién realizadas en préstata
humana utilzando [PHJPK 11195 como radioligando. Dichos resultados son la

media de tres experiencias realizadas por separado + E.E.M.

Kp (M) B,.., (fmols/mg) Ny

14,6 + 5,6 12155 = 1300 0,98 = 0,01
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5.3.2.- Estudios de competicién en adenoma.

100

Q &0
=
=
uwn

0

v 40
o
5 6
e

20
aR

0

LOG [DESPLAZANTE] (M)

Figura 5.17.- Desplazamiento del [PHJPK 11195 por PK 14105 (M); por una

benzodiacepina de accién central, el clonazepam ([J); y por el suspuesto ligando

endégeno protoporfirina IX (a).
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Figura 5.18.- Desplazamiento por dihidropiridinas: nitrendipino (®) y nifedipino

(mm).
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Figura 5.19.- Desplazamiento por inhibidores del transporte de nucleésidos:

dipiridamol (@) y NBTI (m).

Tabla X.- Inhibicién de la unién especifica del [PH]JPK 11195 en adenoma de

préstata humana por diferentes compuestos.

Compuesto CL;, (nM) Pendiente

Ro 5-4864 1073 = 225 0,86 = 0,07
PK 11195 58,83 + 19,65 1,01 = 0,04
PK 14105 96,35 = 26,31 1,00 = 0,01
Diazepam 2.381 + 448 0,83 = 0,12
Clonazepam 69300 + 25052 0,27 + 0,08
Nitrendipino 3122 + 1391 0,99 + 0,02
Nifedipino 5234 + 1568 0,89 = 0,05
Dipiridamol 1320 + 880 0,71 = 0,04
NBTI 23590 + 6955 1,00 = 0,13

Los resultados son la media de tres experiencias + E.E.M.
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5.4.- Estudios realizados con [*H]adenosina.

En este apartado se muestran los resultados obtenidos de los ensayos de
uptake de [*H]adenosina y de la inhibicién del mismo en la fraccién mitocondrial

de testiculo de rata.

5.4.1.- Estudios de uptake.

5.4.1.a.- Acumulacién de [*H]adenosina en funcién del tiempo.
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Figura 5.20.- Acumulacién de [*'H]adenosina (a concentracién constante de 10 nM)

en funcién del tiempo de incubacién
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5.4.1.b.- Saturacién a diferentes tiempos de incubacién.
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Figura 5.21.- Saturacién del uptake de [*H]adenosina a diferentes tiempos de

incubacién.
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Figura 5.22.- Representacién de Lineweaver-Burk de las anteriores saturaciones.
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Figura 5.23.- Representacién de Eadie-Hofstee de dichas saturaciones: (@) 30s; (l)
5 min.; (O) 10 min.

Los resultados a 5 min. de incubacién son los que mejor permiten (aunque
no hay diferencia estadisticamente significativa) ajustarse a dos cinéticas de

transporte con los siguientes valores (n=3):

K, 1 (M) = 0,58 = 0,11 ; K2 = 26,01 = 10.
V. .1 (pmols/mg/min) = 4,54 + 2,62 ; V_,2 = 69,13 + 10,63.

Los valores de Ky y V,_,, correspondientes a un ajuste monoexponencial de

las tres cinéticas se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla XI.

Tiempo (min) Ky (n1M) V... (pmols/mg/min) n
0,5 3,41 % 0,94 88,50 = 25,8 3
5 1,90 + 0,86 13,74 = 3,87 3
10 1,28 + 0,11 10,08 * 2,27 5

5.4.1.c.- Dependencia de sodio.

Para evaluar la dependencia del sodio que podria presentar el transporta-

dor, se realizaron experiencias de saturacién con ausencia de sodio en el medio 5

a 5 min. de incubacién, y se compararon los resultados con los ya obtenidos en

presencia de dicho catién. Los resultados obtenidos se muestran a continuacidn.

18 r

+Na*

V (pmols/mg/min)

S (uM)

Figura 5.23.- Saturacién del uptake de adenosina en presencia (M) y ausencia (@)

de sodio en el medio de incubacidn.
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Figura 5.24.- Representacién de Lineweaver-Burk de dichas saturaciones.
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Figura 5.25.- Representacion de Eadie-Hofstee de las anteriores saturaciones. En
linea de puntos se muestra el posible ajuste biexponencial que puede sufrir la
cinética en presencia (M) de sodio. Dicha posibilidad desaparece en ausencia (@) del

mencionado catién.

En la siguiente tabla se muestran los valores de Ky y V... obtenidos en

ausencia de sodio.
Tabla XII.

Ky (uM) V... (pmols/mg/min) n

1,18 = 0,30 5,04 = 0,29 3
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5.4.2.- Estudios de inhibiciéon del uptake.

Se realizaron ensayos de inhibicién del uptake a 30 s y 5 min. de incubacién.
Se ensayaron como posibles inhibidores ligandos del receptor benzodiacepinico
periférico, asi como inhibidores cldsicos del transporte de nucleésidos como la

hexobendina. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién:

Tabla XIII.- Inhibicién del uptake de adenosina por diversas sustancias a 5 min.

de incubacién.

Compuesto CI;, (uM) Pendiente
Hexobendina 0,91 = 0,37 0.77 = 0.06
AHN 086 22,37 = 0,32 1,16 = 0,17
PK 11195 27,38 + 5,81 0,68 + 0,11
Diazepam 32,75 = 8,64 0,51 = 0,15

Los resultados son la media de 3 experiencias realizadas por duplicado + E.E.M.

A 30 s de incubacién no se detecté inhibicién por estas sustancias.
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6.- DISCUSION.

Los resultados obtenidos en los estudios de saturacién y competicién con
[’H] PK 11195 permiten demostrar la presencia de una sola clase de lugares de
unién para esta sustancia en préstata de rata y préstata humana. Dichos lugares
muestran el perfil de especificidad establecido para el receptor benzodiacepinico

periférico, cumpliendo el orden de afinidad caracteristico del mismo :
PK 11195 > Ro 5-4864 > Diazepam >> Clonazepam

El [PHIPK 11195 mostré mayor afinidad en préstata de rata (K, = 1,51 =
0,03 nM) que en préstata humana (K, = 14,6 = 5,6 nM). Sin embargo, la densidad
de receptores en préstata humana es el doble que la de rata (B, ,, = 12155 = 1300
fmols/mg en préstata humana y B, = 6050 = 583. Un proceso tumoral benigno,
como es la hiperplasia nodular de préstata humana, no comporta un aumento en
la poblacién de RBPs (B_,, = 13924 + 2454 fmols/mg frente a los 12155 + 1300
obtenidos en préstata control); por lo tanto, el aumento de dicha poblacién no es

un fenémeno caracteristico de todas las patologias tumorales.

Debido a la menor afinidad que presenta el [’H]Ro 5-4864 en la fraccién
mitocondrial de tejido humano ( K, = 188,38 + 16,46 nM frente a 12,00 + 2,42 nM
para el [PHJPK 11195), nuestros estudios demuestran, al igual que los estudios

128



comparativos realizados por Gavish y col. (1987), que el [PH]PK 11195 es el mejor
radioligando para hacer estudios de este tipo en especies distintas a los roedores,

incluida la especie humana.

El hecho de que la unién especifica del [PHJPK 11195 no se vea en nuestros
estudios modificada de manera significativa por la temperatura coincide con los
resultados obtenidos por Le Fur y col. (1983), segtin los cuales, esta sustancia seria
un antagonista del RBP debido a que su unién no se ve afectada por la temperatu-

ra pero si va acompariada de una variacién de la entropia.

Asimismo, se ha demostrado una relacién directa entre la unién especifica
del [*H]PK 11195 y el incremento de la concentracién proteica en tejido de rata,

lo cual demuestra, como era de esperar, que el RBP es de naturaleza proteica.

Los ensayos cinéticos de asociacién realizados en tejido de rata con PH]JPK
11195 muestran una representacién de tipo monoexponencial, lo cual confirma la
existencia de una sola clase de lugares de unién para el mismo. Estos estudios nos
han permitido comprobar que el equilibrio de unién de este radioligando al
receptor mitocondrial de préstata de rata se alcanza a los 40 min., y se mantiene

estable como minimo durante 2 h.

La representacién logaritmica obtenida a partir de los valores de la cinética
de disociacién del [PHJPK 11195 es perfectamente lineal. Estos resultados
concuerdan con una cinética de primer orden y, por tanto, de la disociacién de un
solo tipo de complejo radioligando-receptor, lo cual nos vuelve a evidenciar la

presencia de una tnica clase de sitios de unién.

El [PH]JPK 11195 presenta una t,, de disociacién de 135 min. en la
preparacién mitocondrial de préstata de rata, valor superior a los 27,73 min.
obtenidos para el [’H]Ro 5-4864 en un trabajo anterior de nuestro grupo. Ello

indica que el complejo receptor-PK 11195 se disocia mucho més lentamente que
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el complejo receptor-Ro 5-4864, corroborando que el PK 11195 es un ligando mucho

mds afin que el Ro 5-4864 para el receptor benzodiacepinico periférico.

En los estudios de competicién realizados en préstata de rata, la protoporfi-
rina IX (postulada por Verma y col., (1987) como ligando endégeno del RBP) sélo
desplazé la mitad del [PH]JPK 11195 unido. Dicha sustancia, a concentraciones
micromolares, no afect6 la unién de [PH]JPK 11195 en tejido de préstata humana.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en glioblastomas humanos por
Broaddus y Bennet (1990). Por tanto, las caracteristicas de desplazamiento no
competitivo de la protoporfirina IX desaparecen en tejido humano, lo que descarta

su papel como ligando endégeno del citado receptor.

Moreno-Sédnchez y col. (1991) postularon la estabilizacién de la conformacién
citosélica del carrier ADP/ATP mitocondrial por AHN 086, un ligando irreversible
del RBP, asi como la inhibicién por dicha sustancia del transporte de succinato en
mitocondria, fen6meno que podria llevarse a cabo mediante la inhibicién del estado
3 de la respiracién, con el succinato como substrato. Estudios realizados en
conducto deferente (Escubedo y col. 1992) y préstata y vesicula seminal de rata
(Camins y col. 1992) demuestran una interaccién entre el carrier ADP/ATP y el
receptor benzodiacepinico periférico. Atractilésido y carboxiatractilésido, dos
compuestos que se unen especificamente a dicho transportador, desplazan con alta
afinidad (CI;, de 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 [PHJPK 11195 en préstata de rata. Ello permite
suponer que la ocupacién del carrier ADP/ATP modula la unién de las benzodiace-
pinas al RBP o, en su defecto, que atractilésido y carboxiatractilésid(_) son ligandos
poco especificos de dicho carrier y reconocen también el lugar de unién del Ro 5-
4864 en el RBP. El hecho de que la unién de los dos ligandos del RBP se vea
afectada con distinta afinidad por el atractilésido y el o,B3-metilén-ATP (andlogo
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
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realiz6 un estudio en adenoma de préstata humana para comprobar si el RBP en
esta especie estd o no modulado por el carrier ADP/ATP: ni atractilésido ni o8-
metilén-ATP desplazaron la unién del PHJPK 11195 en este tejido. Estos
resultados confirman que el RBP presenta, en la especie humana, una configura-
cién distinta que en roedores, prefiere estructuras isoquinoleinicas (PK 11195) y

pierde el posible solapamiento con el carrier ADP/ATP que parece existir en rata.

Parece ser que una funcién importante del RBP estd relacionada con varias
actividades de transporte en la rata: transporte de porfirinas fuera de la
mitocondria (Snyder y col. 1987); entrada, distribucién y/o disponibilidad de
colesterol en la mitocondria (Pappadopoulos y col. 1990) e intercambio de
ADP/ATP (Escubedo y col. 1992).

Doble y col. (1985) describieron que, en corazén de rata, los RBPs y los
lugares de unién de baja afinidad para las dihidropiridinas podrian ser moléculas
separadas empaquetadas en el mismo compartimento membranal. En este trabajo
se pone de manifiesto una interaccién competitiva entre el nitrendipino y la unién
del [PH]PK 11195 en préstata de rata y humanos, mientras que, en fejido de rata,
la interaccién de esta dihidropiridina con el [PHRo 5-4864 es no competitiva. A
pesar de que no hay una total evidencia, este resultado estd de acuerdo con la
hipétesis de que el [PH]JRo 5-4864 y el [PH]JPK 11195 podrian interaccionar con

diferentes dominios de la misma poblacién de receptores en tejidos de rata.

Dipiridamol y NBTI, sustancias inhibidoras del tranporte de nucleésidos,
desplazaron competitivamente la unién del [PHJPK 11195 en préstata de rata y
humanos. Hasta el momento, la modulacién del transporte de adenosina por
benzodiacepinas s6lo ha estado citada en membrana plasmdtica y sélo para el

diazepam, y no para compuestos como el PK 11195.

La interaccién competitiva entre los RBPs, la nitrendipina, e inhibidores del

sistema de uptake de adenosina podria tener alguna posible relevancia terapéutica.
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Los resultados obtenidos con NBTI y dipiridamol nos llevaron a pensar en
la posible presencia de un transportador de adenosina en la membrana mitocon-
drial, y a realizar ensayos de acumulacién e inhibicién del transporte de

[*H]adenosina en preparacién cruda mitocondrial de testiculo de rata.

El paso de sustancias de bajo peso molecular a través de la membrana
citoplasmdtica estd regido por sistemas de transporte activo, de difusién facilitada,
o de difusién pasiva. Los sistemas de transporte activo utilizan energia (ATP, por
ejemplo) para bombear compuestos a través de las membranas en contra de
gradiente de concentracién. Esta energia puede, o bien hacer funcionar directa-
mente el transportador, o bien establecer un gradiente de concentracién secundario
a través del cual fluyan compuestos polares. Tradicionalmente, se ha pensado que
la adenosina era transportada bidireccionalmente a través de las membranas
celulares en contra de su gradiente de concentracién mediante un sistema de
difusién facilitada (Plagemann y Wohlhueter, 1980; Jarvis, 1987). Este sistema
parece ser relativamente selectivo para la adenosina respecto a otros nucleésidos
endégenos (Wu y Phillis, 1985; Geiger y col. 1988). Hasta hace relativamente poco,
no se habian descrito sistemas de transporte activo dependientes de sodio ni de
adenosina ni, probablemente, de otros nucleésidos purinicos. Actualmente, se
establecen 3 posibles mecanismos para el transporte de adenosina a través de la

membrana citoplasmaética:

- Difusién facilitada sensible a NBTI (10 nM), con una Ky, entre 20 y 100

pM para la adenosina.

- Difusi6n facilitada insensible a NBTI con valores similares de Ky,.

- Transporte activo dependiente de sodio con una Ky de 1 a 10 pM para la

adenosina.

En nuestras experiencias se ha evidenciado que la cinética de acumulacién
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de adenosina en la mitocondria de testiculo de rata es de tipo Michaelis-Menten.
En los estudios de transporte de nucleésidos es necesario distinguir transporte de
uptake (ver apartado 3). Es por ello que hemos medido la acumulacién de
[PH]adenosina a diferentes tiempos de incubacién. Si existiera metabolismo
intramitocondrial de la adenosina, los valores de Ky disminuirian cuanto mayor
fuera el tiempo de incubacién. Los resultados obtenidos permiten reflejar esta
hipétesis ya que, a mayor tiempo de incubacién, se observa un aumento
significativo de la afinidad (menor valor de Ky) y un descenso de la V. La
disminucién significativa de V,_, a los 5§ y 10 min. de incubacién refleja,

probablemente, la saturabilidad del sistema.

Aunque todas las representaciones de Eadie-Hofstee son lineales, los
resultados a 5 min. de incubacién permiten ser ajustados a dos cinéticas de
transporte, si bien no hay diferencias estadisticamente significativas con respecto

a un ajuste monoexponencial.

La ausencia de sodio en el medio convierte los resultados a 5 min. de
incubacién en una representacién de Eadie-Hofstee claramente lineal, en la que
el valor de Ky, no varia significativamente, pero en la que si se produce una
disminucién significativa de la velocidad. Por ello deducimos que parte del
transporte de adenosina a través de la membrana mitocondrial se realiza a través

de un sistema de transporte activo.

La variacién de los valores de V., pero no los de Ky, en presencia o
ausencia de sodio indican que este i6n actia como catién de cotransporte en este

sistema activo, y no como modificador alostérico.

La hexobendina, cldsico inhibidor de la difusién facilitada de adenosina
sensible a NBTI, fue la que present6é mayor potencia inhibidora del transporte,
aunque el valor de su CI, parece descartar la participacién de este tipo de

transporte.

133



Los valores de CIy, para AHN 086, PK 11195 y diazepam descartan,
asimismo, la participacién del receptor benzodiacepinico periférico en el efecto
inhibidor. Aiin preincubando estos compuestos con la suspensién proteica, su efecto
inhibidor no se manifiesta a 30 segundos, pero si a tiempos mayores. De ello
podria formularse la hipétesis de que el sitio de unién de estos inhibidores, aunque
poco especifico, es sélo accesible tras la activacién del transportador por la
adenosina. Serian necesarios mds de 30 s de activacion del transportador para que

el inhibidor alcanzara el equilibrio termodindmico con su sitio de unién.

Finalmente, cabe destacar que es la primera vez que se describe un sistema

de transporte de nucleésidos en la membrana mitocondrial.
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7.- CONCLUSIONES.

1.- Se ha evidenciado la existencia de receptores benzodiacepinicos
periféricos en préstata de rata utilizando ['H]PK 11195. Este compuesto presenta
una sola clase de sitios de unién determinada por el valor del coeficiente de Hill

obtenido de los estudios de saturacién.

2.- Los estudios cinéticos confirman la elevada afinidad que presenta dicho

ligando por el receptor benzodiacepinico periférico.

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

tipicas benzodiacepinas de accién central (diazepam, clonazepam).

4.- La unién del PHJPK 11195 sélo se ve afectada por concentraciones
micromolares de atractilésido y a,3-metilén-ATP, lo que indica que, posiblemente,

PK 11195 y Ro 5-4864 se unen a lugares diferentes del mismo receptor.
5.- Los estudios realizados en préstata humana muestran la existencia de

un receptor benzodiacepinico periférico para el que el ["HJPK 11195 presenta
mayor afinidad que el [PH]Ro 5-4864.
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6.- La poblacién de receptores benzodiacepinicos periféricos en préstata
humana es el doble que la de rata.

7.- Ya que la hiperplasia nodular de préstata no comporta un aumento de
la poblacién de dichos receptores, éstos no constituyen un marcador tumoral de

cardcter universal.

8.- Segun los estudios realizados, parece descartarse que la protoporfirina

IX sea el ligando endégeno del receptor benzodiacepinico periférico.

9.- Las dihidropiridinas inhiben, tanto en rata como en humanos, de forma
competitiva, la unién del PK 11195.

10.- El desplazamiento por NBTI y dipiridamol es indicativo de la posible

existencia de un transportador de adenosina en membrana mitocondrial.

11.- Se ha evidenciado por primera vez la presencia de un transportador de
adenosina en membrana mitocondrial que presenta una cinética de tipo Michaelis-

Menten.

12.- El descenso de los valores de K, con el tiempo de incubacién hace

sospechar la existencia de un metabolismo intramitocondrial de la adenosina.
13.- El incremento de la velocidad de transporte en presencia de sodio
permite deducir la participacién de un sistema de transporte activo en el que dicho

cati6n actuaria como cotransportador.

14.- Se descarta la participacién del receptor benzodiacepinico periférico en
el efecto inhibidor del transporte de adenosina.
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"IDENTIFICACION DE UN TRANSPORTADOR DE ADENOSINA A PARTIR
DE ESTUDIOS SOBRE EL RECEPTOR BENZODIACEPINICO PERIFERICO".

FE DE ERRATAS

- P4g. 124, linea 3. Donde dice "...en el medio 5 a 5 min. ..." debe decir "... en el
medio a § min. ..." .

- P4g. 128, linea 11. Donde dice "... y B, = 6050 = 583." debe decir "... y B, =
6050 + 583 en la de rata).".

- P4g. 131, linea 22. Donde dice " desplazaron competitivamente ..." debe decir

"desplazaron de forma no competitiva y competitiva, respectivamente ..."



