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Fig. 13. Nivelés extracelulares de DA y sus metabolites en respuesta a la despolarización
COD potasio en ratas pretratadas ocn vehículo.

Los animales fueron tratados oralmente con vehículo durante 18 días. Una vez recogidas
las primeras nuestras de diálisis se procedió a la administración intracerebral de
potasio.

Los datos se expresan cono % (medialSEM, n=17 animales) de los valores correspondientes
a las cuatro primeras muestras recogidas en cada rata. Se comparó cada rata con respecto
a si miaña. Se utilizó una U de MamHfoitney. *p£D.05 ***p<0.001
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Fig. 14. Niveles extraoelulares de M y sus metabolites en respuesta a la despolarización
con potasio en ratas prêt raladas con haloperidol.

Los animales fueron tratados oralmente con haloperidol durante 18 días. Una vez
recogidas las primeras nuestras de diálisis se procedió a la administración intraoerebral
de potasio.

Los datos se expresan cono % (mediaíSEM, n=6 animales) de los valores correspondientes
a las cuatro primeras nuestras recogidas en cada rata. Se utilizó una U de ManrHíhitney.

Se compara cada rata con respecto a si misma (valores mostrados en la gráfica,
*p<0.05), y el grupo tratado con respecto al que se administró vehículo (control). No hubo
diferencias significativas con respecto al grupo control.
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Fig. 15. Niveles extracelulares de DA y sus metabolites en respuesta al estirado con
potasio en ratas pretratadas ocn cinaricina.

Los animales fueron tratados con cinaricina oralmente durante 18 días. Una vez
recogidas las primeras muestras de diálisis se procedió a la administración intracerebral
de potasio.

Los datos se expresan como % (media ±SEM, n=6 animales) de los valores correspondientes
a las cuatro primeras muestras básales recogidas en cada rata. Se confiara cada rata con
respecto a sí misma (valores mostrados en la gráfica, *p<0.05), y el grupo tratado con
respecto al que se administró vehículo (control). Los valores de M estuvieron
incrementados significativamente (p<0.05) con respecto al grupo control a los 60 non de
la administración del potasio. Se útil i aft una U de MamHfhitney.
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Flg. 16. Niveles extraœlulares de DA y sus metabolitœ en respuesta a la despolarización
ocn potasio en ratas pretratadas oon flunaricina.

Los animales fueren tratados oralmente ocn flunaricina durante 18 días. Una vez
recogidas las poneras nuestras de diálisis se procedió a la administración intracerebral
de potasio.

Los datos se expresan cono % (mediaíSEM, n=8 animales) de los valores correspondientes
a las cuatro primeras nuestras recogidas en cada rata.

Se compara cada rata con respecto a si misma (valores mostrados en la gráfica,
**pá0.01), y el grupo tratado con respecto al que se administró vehículo (control). No
hubo diferencias significativas con respecto al grupo control. Se utilizó una U de Hann-
Wiitney.
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Fig. 17. Niveles extracelulares de DA y sus metabolites en respuesta a la despolarización
con potasio en ratas pretratadas con verapanil.

Los animales fueron tratados oralmente con verapanál durante 18 días, una vez recogidas
las primeras muestras de diálisis se procedió a la administración intracerebral de
potasio.

Los datos se expresan como % (mediatSEM, n=7 animales) de los valores correspondientes
a las cuatro primeras muestras recogidas en cada rata.

Se compara cada rata con respecto a si misma (valores mostrados en la gráfica) y el
grupo tratado con respecto al que se administró vehículo (control). No bubo diferencias
significativas ni con respecto a si mismas ni con respecto al grupo control. Se utilizó
una U de ManrHMtney.
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Fig. 18. Niveles extraœlulares de DA y sus metabolitœ en respuesta a la despolarización
OGD potasio en ratas pretratadas oon nicardipina.

Los anuíales fueron tratados oralmente ocn nicardipina durante 18 días. Una vez
recogidas las primeras nuestras de diálisis se procedió a la administración intracerebral
de potasio.

Los datos se expresan cono % (mediaiSEM, n=6 animales) de los valores correspondientes
a las cuatro primeras maestras recogidas en cada rata.

Se compara cada rata con respecto a si misma (valores mostrados en la gráfica) y el
grupo tratado con respecto al que se administró vehículo (control). No hubo diferencias
significativas ni con respecto a si miañas ni con respecto al grupo control. Se utilizó
una U de Mam-Whitney.
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Fig. 19. Niveles extracelulaies de K y sus metabolites en respuesta a la despolarizacióii
coo potasio en ratas pretratadas con ni f »ti pi na.

Los animales fueren tratados oralmente con niíedipina durante 18 días. Uba vez
recogidas las primeras muestras de diálisis se procedió a la administración intracerebral
de potasio.

Los datos se expresan cono % (medialSBM, n=7 animales) de los valores correspondientes
a las cuatro primeras muestras recogidas en cada rata.

Se compara cada rata con respecto a si misma (valores mostrados en la gráfica,
*p<0.05), y el grupo tratado con respecto al que se administró vehículo (control). Los
valores de DOPAC a los 40 min y de HVA a los 60 min estuvieran incrementados
significativamente (páO.Ol y p<0.05, respectivamente) con respecto al grupo control. Se
utilizó una U de Marm -Whitney.
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3.2.2.4. Efecto de una administración de haloperidol sobre los

niveles extracelulares de dopamina y sus metabolites en estriado

de rata tras el tratamiento crónico con haloperidol o con dosis

medias de fármacos antagonistas de los canales de calcio.

Vehiculo.

Las ratas tratadas con vehículo respondieron a la

administración de haloperidol con un incremento de los niveles

extracelulares de DA de alrededor de un 130% con una

significatividad (p= 0.01) y (p< 0.001) que se observó ya desde

los 20 minutos del comienzo del estimulo. (Fig. 20, A)

También se produjo un incremento que superó el 175% en los

niveles de ambos metabolites, muy significativo (p̂  0.001) , ya

desde los 40 minutos de la administración del fármaco. (Fig. 20,

B y C)

Butirofenonas.

Los animales a los que se habia administrado haloperidol de

un modo continuado no mostraron cambios significativos en los

valores de DA extracelular ante un estímulo sobreañadido del

mismo ni con respecto a sí mismos ni con respecto a las ratas

control. (Fig. 20, A)

Con respecto a los metabolitos hubo un incremento que no

superó el 68% en ambos. La significación fue (p< 0.05) y

solamente se alcanzó en el periodo comprendido entre 80-120

minutos después de la inyección del haloperidol en el caso del

DOPAC y a partir de los 80 minutos en el caso del HVA. Los

cambios observados en ambos metabolitos fueron significativamente

inferiores (p̂  0.01) a los de las ratas control a partir de los

132



80 minutos. (Fig. 20, B y C)

Difenilalquilaminas.

Tras el tratamiento repetido con cinaricina, la administración

de haloperidol produjo un incremento de hasta un 170% en los

niveles extracelulares de DA que fueron significativos (p< 0.05)

a partir de los 80 minutos de la inyección. Los cambios no fueron

significativos con respecto a las ratas control. (Fig. 21, A)

Los niveles de DA en el espacio extracelular de las ratas

pretratadas con flunaricina no respondieron a la administración

de haloperidol y fueron significativamente inferiores (p< 0.05)

en algunos tiempos con respecto a los de las ratas control. (Fig.

22, A)

Las ratas pretratadas con cinaricina respondieron a un

estímulo con haloperidol mediante un incremento de hasta un 100%

en los niveles de DOPAC y de un 170% en los niveles de HVA. La

significatividad fue (p< 0.05) y se alcanzó a partir de los 80

minutos de la administración del fármaco. Los cambios en los

niveles de DOPAC fueron significativamente menores (p= 0.01) que

los de las ratas control. (Fig. 21, B y C)

Tras el tratamiento previo con flunaricina, la inyección de

haloperidol dio lugar a un incremento de hasta el 445% en los

niveles de DOPAC y de un 90% en los niveles de HVA con una

signif icatividad p< 0.01 que se alcanzó a partir de los 80

minutos en el caso del DOPAC y desde los 20 minutos en el caso

del HVA. Los cambios observados en los niveles de HVA fueron

significativamente inferiores (p< 0.05) y (p<. 0.01) a los de las

ratas control. (Fig. 22, B y C)

133



Fenilalquilaminas.

Después de la administración continuada de verapamil se

produjo un incremento en los valores extracelulares de DA de

hasta un 220% por el estimulo con haloperidol, que fue

significativo (p< 0.05) a partir de los 140 minutos de la

inyección. Los cambios no fueron significativos con respecto a

las ratas control. (Fig. 23, A)

Hubo un incremento en los niveles de DOPAC de hasta un 430%

y en los de HVA de un 90% con una significatividad p< 0.05 que

se alcanzó a partir de los 140 minutos de la inyección del

fármaco en el caso del DOPAC y desde los 20 minutos en el del

HVA. Los cambios observados en el HVA fueron significativamente

menores (p= 0.05) que los de las ratas control en el espacio

comprendido entre 80 y 120 minutos de la inyección. (Fig. 23, B

y C)

1,4 Dihidropiridinas.

No hubo cambios significativos en los niveles de DA

extracelular en las ratas pretratadas con dihidropiridinas tras

el estimulo con haloperidol ni con respecto a ellas mismas ni con

respecto a los animales control. (Figs. 24 y 25, A)

En los animales a los que se habla administrado previamente

nicardipina no se observaron cambios significativos en los

niveles de ambos metabolitos tras el estimulo con haloperidol,

pero los valores encontrados fueron menores significativamente

(p< 0.05) que los de las ratas control a partir de los 80 minutos

de la inyección. (Fig. 24, B y C)

Las ratas pretratadas con nifedipina respondieron a una

inyección de haloperidol con un incremento de los niveles de
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DOPAC de hasta un 100% y de HVA de hasta un 80%, con una

significatividad (p< 0.05). Al finalizar la diálisis se observó

una tendencia a recuperar los valores previos al estimulo. Los

cambios observados en el HVA fueron significativamente inferiores

(p< 0.05) y (p< 0.01) que los de las ratas control. (Fig. 25, B

y C)
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Flg. 20. Niveles extraeelulares de M y sus metabolites tras una administración de
haloperidol en tatas pretratadas con vehículo o con haloperidol.

Los animales fueron tratados oralmente con vehículo o con haloperidol durante 18 días,
antes de la administración sobreañadida del haloperidol.

los datos se expresan cono % (mediaiSEM n,ns de animales) de los valores
correspondientes a las muestras de diálisis obtenidas durante el cambio del liquido de
perfusión realizado tras la administración del potasio. Se compara cada rata con respecto
a si misma y el grupo tratado con respecto al que se administró vehículo (control). Se
utilizó una U de MamHíhitney.

A:niveles de Eft. El grupo de ratas tratado con vehículo (n=17) respondió al estimulo
con un incremento muy significativo páO.Ol-pSO.OOl. Di el grupo de las ratas pretratadas
con haloperidol ÜH>) no hubo cambios significativos ni con respecto a si mismas ni con
respecto a las ratas control.

B:niveles de DOPAC. EL grupo de ratas tratado con vehículo respondió al estimulo con
un incremento muy significativo p<0.001. En las ratas pretratadas con haloperidol se
observó un incremento significativo pSO.05 en el periodo comprendido entre los 80 y 120
min después de la administración del haloperidol, con respecto a las mismas ratas. Dicho
incremento resultó significativamente menor (p<0.01) que el de las ratas control.

C:niveles de HVA. El grupo de ratas tratado con vehículo respondió al estimulo con un
incremento muy significativo pSO.OOl. En las ratas pretratadas con haloperidol se observó
un incremento significativo p30.05 a partir de los 80 min después de la administración
del haloperidol. Dicho incremento resultó significativamente menor (n<0.01) que el de las
ratas control.
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Flg. 21. Niveles extracelulares de DA y sus metabolites tras una administración de
haloperidol en ratas pretratadas con cinaricina.

Los animales fueren tratados oralmente con cinaricina durante 18 días antes de la
administración sobreañadida del haloperidol.

Los datos se expresan caco % (mediaiSEH, n=6 animales) de los valores correspondientes
a las nuestras obtenidas durante el cambio de liquido de perfusión realizado tras la
administración de potasio.

Se ampara cada rata con respecto a si miaña y el grupo tratado con respecto al que
se administró vehículo (control). Se utilizó una U de Mann-Hhitney.

A:niveles de M. Se observó un increnento significativo paO.05 a partir de los 80 min
después de la administración del haloperidol. No hubo cambios significativos con respecto
a las ratas control.

B:niveles de DOPÄC. Se observó un incremento significativo pâO.05 a partir de los 80
min después de la administración del haloperidol. Dicho incremento resulktó
significativamente menor (pá).01) que el de las ratas control.

C: niveles de HVA. Se observó un incremento significativo p<0.05 a partir de los 80
min después de la administración del haloperidol. No hubo cambios significativos con
respecto a las ratas control.
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Flg. 22. Niveles extracelulares de M y sus metabolites tras una administración de
haloperidol en ratas pretratadas on flunariána.

Los animales fueren tratados oralmente oon flunaricdna durante 18 días antes de la
administración sobreañadida del baloperidol.

los datos se expresan cono % (mediaiSEM, n=8 animales) de los valores correspondientes
a las nuestras obtenidas durante el cambio del liquido de perfusión realizado tras la
administración de potasio.

Se compara cada rata con respecto a si misma y el grupo tratado con respecto al que
se administró vehículo (control). Se utilizó una U de MamHflrLtney.

A:niveles de Eft. No se observaron cambios significativos en las ratas tratadas con
respecto a si miañas. Los valores encontrados resultaron significativamente inferiores
p<0.05 a los de las ratas control.

Bzniveles de DOPAC. Se observó un incremento significativo ptíO.Ol a partir de los 80
nin después de la administración del haloperidol. No hubo cambios significativos con
respecto a las ratas control.

C:niveles de HVA. Se observó un incremento significativo páO.Ol desde los 20 non
después de la administración del haloperidol. Dicho incremento resultó significativamente
menor páO.Ol que el de las ratas control.
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Flg. 23. Niveles extracelulares de M y sus metabolites tras una administración de
haloperidol en ratas pretratadas con verapaoál.

Los animales fueron tratados oralmente con verapandl durante 18 días antes de la
administración sobreañadida del haloperidol.

los datos se expresan como % (mediaiSEM, n=7 animales) de los valores correspondientes
a las nuestras obtenidas durante el cambio del líquido de perfusión realizado tras la
administración de potasio.

Se ocupara cada rata con respecto a si misma y el grupo tratado con respecto al que
se administró vehículo (control). Se utilizó una U de Mann-Whitney.

A:niveles de M. Se observó un incremento significativo p<0.05 a partir de los 140 min
después de la administración del haloperidol. No hubo cambios significativos con respecto
a las ratas control.

B:niveles de DOPAC. Se observó un incremento significativo p<0.05 a partier de los 140
min de la administración del haloperidol. No hubo cambios significativos con respecto a
las ratas control.

C:niveles de HVA. Se observó un incremento significativo pá).05 desde los 20 min de
la administración del haloperidol. Dicho incremento resultó significativamente menor
p¿0.05 que el de las ratas control.
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Flg. 24. Niveles extracelulares de M y sus metabolites tras una administración de
baloperidol en ratas pretratadas con nicardipina.

Los animales se trataron oralmente con nicardipina durante 18 días antes de la
administración sobreañadida del baloperidol.

los datos se expresan rano % (mediatSEW, n=6 animales) de los valores correspondientes
a las muestras obtenidas durante el cambio del liquido de perfusión realizado tras la
administración de potasio.

Se compara cada rata con respecto a si misma y cada grupo tratado con respecto al que
se administró vehículo (control). Se utilizó una U de Mann-Whitney.

A:niveles de M. No hubo cambios significativos en las ratas ni con respecto a sí
mismas ni con respecto a las ratas control.

Brniveles de DOPAC. No hubo cambios significativos en las ratas con respecto a si
mismas. los valores resultaron significativamente menores p£0.05 que los de las ratas
control.

Crniveles de HVA. No hubo cambios significativos en las ratas con respecto a si mismas.
Los valores resultaron significativamente menores p£0.05 que los de las ratas control.
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Fig. 25. Niveles extracelulares de EA y sus metabolites tras una adaánistracicn de
haloperidol en ratas pretratadas oon nifedipina.

Los animales se trataron oralmente oon nifedipina durante 18 días, antes de la
administración sobreañadida del haloperidol.

Los datos se expresan cono % (media+SEM, n=7 animales) de los valores correspondientes
a las nuestras obtenidas durante el cambio del liquido de perfusión realizado tras la
administración de potasio.

Se coapara cada rata con respecto a si misma y el grupo tratado con respecto al que
se administró vehículo (control). Se utilizó una U de Mann-Whitney.

Azniveles de DA. No hubo cambios significativos en las ratas ni con respecto a si
mismas ni con respecto a las ratas control.

B:niveles de DOPRC. Se observó un incremento significativo paO.05 desde los 20 nán de
la administración del haloperidol. No hubo cambios significativos con respecto a las ratas
control.

Crniveles de OVA. Se observó un incremento significativo pcSO.05 desde los 20 nán de
la administración del haloperidol. Dicho incremento resultó significativamente menor

l que el de las ratas control.
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4. DISCUSIÓN.

Estandarización del método de microdiálisis cerebral

Los niveles de los metabolitos de monoaminas en los dializados

tienden a disminuir después de 4 h de perfusión continuada. La

implantación de una cánula en el estriado produce un incremento

en los niveles de dopamina y sus metabolitos con una disminución

en los dias siguientes. Los niveles de metabolitos en los

dializados tienen un perfil temporal similar al del tejido hasta

el cuarto día postimplantación. Después, los niveles en los

dializados continúan disminuyendo mientras que en el tejido

tienden a estabilizarse.

El incremento en los niveles de todos los metabolitos

observado a las 24 h de la implantación de la fibra sugiere

activación del metabolismo de monoaminas inducido por trauma

quirúrgico de las terminales monoaminérgicas del estriado.

La introducción de cánulas produce una reacción en el cerebro.

Edvinsson y cois.(1971) observaron un incremento en la presión

del liquido cefalorraquídeo que comenzó una hora después de la

introducción de una cánula en el ventrículo lateral de un conejo

y que alcanzó un máximo 5 veces superior a la presión inicial al

cabo de 4-6 h. No comenzó una disminución hasta 30-35 h después

de la implantación.

Además de los efectos de la cirugía la perfusión por si misma

puede producir activación mecánica y química del metabolismo de

monoaminas. Los efectos mecánicos pueden depender de los cambios

de la presión hidrostática en el compartimento extracelular del
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cerebro. Los efectos químicos pueden estar relacionados con la

composición iónica del líquido de perfusión. En estos

experimentos se utilizó una solución de Ringer cuyas

concentraciones de Ca++ y K* son superiores a las del líquido

extracelular en el cerebro lo que podría explicar que el

metabolismo de monoaminas se activase por la perfusión.

Siete días después de la introducción de la fibra de diálisis

los niveles de DA estuvieron significativamente reducidos en el

estriado implantado comparado con el no implantado. Hakim y

cois. (1984) han mostrado que la membrana de cuprofano desencadena

una reacción de hipersensibilidad. Esta reacción puede producir

daño a las terminales dopaminérgicas presinápticas. Otros

mecanismos como infiltración del estriado implantado por células

inflamatorias, edema local o algún otro no pueden ser excluidos.

Los niveles de 5-HT y noradrenalina permanecieron estables

indicando una mayor sensibilidad de las terminales

dopaminérgicas.

Se observó una buena correlación en el curso temporal de los

niveles de metabolitos en tejido estriatal y en dializados

durante los primeros 4 días de perfusión. Después hubo un mayor

descenso en los niveles de metabolitos en los dializados

indicando una dificultad en atravesar la membrana de diálisis.

Ha sido descrita una capa de glía alrededor de la cánula 4 días

después de la implantación (Imperato y Di Chiara,1985;

Bailarín,1990).

De estos experimentos se deduce que el mejor período para la

diálisis está entre el primer y cuarto día después de la

implantación de una fibra. Durante este periodo la presión

intracraneal está próxima a los niveles básales y hay una buena
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correlación en el curso temporal de los niveles de los

metabolites de monoaminas en los dializados y en el tejido

estriatal.

A partir de estos estudios, los experimentos en que se utilizó

esta técnica en el presente trabajo, se efectuaron a las 48 h de

la implantación para evitar el fuerte incremento en los niveles

de DA y sus metabolitos observado a las 24 h postimplantación.

Estudio del funcionalismo dopaminérgico en el cerebro de rata

tras la administración de fármacos antagonistas de canales de

calcio.

Ninguno de los fármacos en estudio modifica los niveles

estriatales de DA, con excepción de la cinaricina que los

incrementa después de un tratamiento crónico con dosis elevadas.

En tejido límbico, por el contrario, se observa un descenso en

todos los casos que resulta significativo con la nifedipina.

Se encuentra un incremento significativo en los niveles

tisulares estriatales de los metabolitos dopaminérgicos tras una

única dosis elevada de flunaricina así como un aumento en la

actividad del enzima tirosina hidroxilasa. Tras la administración

repetida de dosis elevadas de flunaricina o cinaricina se observa

una disminución significativa de los niveles de DOPAC tanto en

tejido estriatal como límbico. El tratamiento crónico con

haloperidol da lugar a un descenso en los niveles de ambos

metabolitos dopaminérgicos en tejido, tanto estriatal como

límbico, con mayor afectación del HVA. Con la administración

continuada de dosis medias de fármacos antagonistas de canales

de calcio se observa que la cinaricina da lugar a una disminución
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significativa en los niveles de HVA en ambos tejidos, y la

flunaricina y la nicardipina incrementan de un modo leve los

metabolites en estriado y limbico (a excepción del DOPAC en

tejido limbico con la nicardipina).

En liquido extracelular estriatal se observa que una única

administración de haloperidol o de una dosis media de nicardipina

o flunaricina aumenta los niveles de dopamina, y además la

flunaricina y el haloperidol los niveles de sus metabolites. La

administración repetida de haloperidol da lugar a un incremento

tanto de la DA extracelular como de sus metabolites. Los niveles

de DA en el espacio extracelular resultan significativamente

disminuidos tras la administración continuada de dosis medias de

flunaricina mientras que con las dihidropiridinas hay un

incremento en los niveles extracelulares de la misma. Después de

un tratamiento crónico con dosis medias de fármacos antagonistas

de los canales de calcio se observa con la cinaricina un aumento

de los niveles de DOPAC, con el verapamil un incremento

significativo en los niveles de HVA y con la flunaricina un

descenso significativo en los niveles de HVA en el liquido

extracelular estriatal. El pretratamiento continuado con

haloperidol o con dosis medias de fármacos antagonistas de los

canales de calcio no disminuye la respuesta extracelular

estriatal de la dopamina y sus metabolitos al estimulo

despolarizante del potasio. En cambio, en ambos casos se observa

una respuesta menor a una administración sobreañadida de

haloperidol.

La administración aguda de bloqueantes de receptores

dopaminérgicos incrementa la actividad eléctrica de las células

dopaminérgicas (Bunney y Grace,1978), aumenta el recambio de DA
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(Lerner y cols.,1977; Hong y cols.,1987) y acelera la síntesis

de dopamina (Scatton y cols.,1975; Lerner y cols.,1977; Bannon

y Roth,1983). Este incremento en la síntesis de dopamina ocurre

a nivel del enzima TH (Zivkovic y Guidotti,1974; Lerner y

cols.,1977) y se explica en parte como resultado de la habilidad

de los neurolépticos para bloquear los receptores postsinápticos,

incrementando la actividad dopaminérgica por medio de un

mecanismo de retroalimentación neuronal, y en parte debido a una

interacción con los autoreceptores, eliminando la inhibición

tónica ejercida por éstos sobre las neuronas dopaminérgicas (Di

Chiara y cois.,1978; Westerink y De Vries,1989a). Una dosis de

haloperidol, previa a la administración de NSD, produce un

incremento marcado en la concentración tisular de L-DOPA (Bannon

y Roth,1983; Watanabe,1987).

El incremento en los niveles tisulares de DOPAC Y HVA

producido por una dosis elevada de flunaricina podría ser

secundario al bloqueo de los receptores Ü2 dopaminérgicos. La

flunaricina in vitro desplaza la unión del [3H]spiroperidol a

las membranas sinápticas procedentes de estriado de rata de un

modo dosis dependiente (Govoni y cois.,1988a), lo que se explica

por la parte fenilalquilamina de su molécula ya que este efecto

se ha encontrado además para el verapamil, el D-600 y la

nicardipina (De Vries y Beart,1984) que también poseen esta

característica molecular. La cinaricina contiene asimismo dicho

radical pero en cambio no se encuentran los mismos cambios agudos

tisulares en el metabolismo de la dopamina tras el tratamiento

con este fármaco o con las dihidropiridinas. Los niveles

plasmáticos de las dihidropiridinas se alcanzan 1-3 horas tras

su administración de modo que, 24 horas después, si ha habido
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cambios, éstos pueden haber vuelto a los niveles básales. Los

posibles efectos de la cinaricina en el cerebro pueden no

producirse hasta pasadas más horas que las utilizadas en este

experimento.

Tanto en tejido estriatal como limbico de ratas tratadas con

dosis elevadas repetidas de flunaricina o cinaricina se observa

una disminución significativa en los niveles del DOPAC. En los

estudios de administración continuada de dosis medias de

antagonistas de canales de Ca++ se encuentra una disminución en

los valores de HVÀ con la cinaricina. El haloperidol crónico

causa una disminución en ambos metabolitos dopaminérgicos

tisulares.

El tratamiento repetido con neurolépticos produce una

disminución de los metabolitos dopaminérgicos en tejido (Lerner

y cois.,1977; Mefford y cois.,1988), un descenso en la síntesis

de DA (Scatton y cois.,1975) y una reducción significativa en el

número de neuronas espontáneamente activas (Bunney y Grace,1978;

Chiodo y Bunney,1983; Grace y Bunney,1986; Jiang y cois.1988;

Skarsfeldt,1988).

La flunaricina y nicardipina muestran una tendencia opuesta,

a incrementar los metabolitos tisulares, lo que puede depender

de la dosis empleada y el tipo de molécula. Diversos autores

insisten sobre el comportamiento diferente de los neurolépticos

según la dosis empleada y el tipo de fármaco (Glow y cois.,1980;

Chiodo y Bunney,1983; Boyson y cois.,1988; Lañe y cois.,1988;

Mefford y cois.,1988; Skarsfeldt,1988; Hu y Wang,1989). Asi

Tecott y cois. (1986) muestran un incremento en el número de

receptores Ü2 siguiendo a un tratamiento crónico con haloperidol

y una disminución con pimozide. Por otro lado Govoni y cois.
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(1988b) encuentran que la flunaricina aumenta el número de

receptores dopaminérgicos de tipo Ü2 y disminuye el número de

receptores de tipo Di tras una administración crónica lo que

sugiere un modo de comportamiento diferente al de los

neurolépticos clásicos.

Por otro lado hay que considerar que los bloqueantes de

canales de calcio disminuyen la entrada de iones de calcio dentro

de la célula, de modo que diferentes procesos en los que

interviene este catión pueden resultar afectados. Se ha descrito

una fosforilación dependiente de calcio necesaria para la

activación del enzima TH (El Mestikawy y cois.,1983) por lo que

una reducción en la síntesis de dopamina seria una consecuencia

de una disminución en el influjo de calcio. Pileblad y Carlsson

(1987) hablan de este posible mecanismo. Pero resulta difícil

mantener esta suposición sin una afectación concomitante de la

actividad del enzima, y no se observaron cambios en dicha

actividad tras la administración crónica de cinaricina o

flunaricina. Fujisawa y Okuno (1989) mantienen que la regulación

de la actividad de la TH en el sistema nervioso central es muy

compleja y la fosforilación dependiente de Ca+ + /CaM no es la más

importante. El efecto sobre los niveles de DA fue mayor en el

tejido limbico donde los autorreceptores son más sensibles a la

dopamina y agonistas dopaminérgicos que en el estriatal (Bannon

y Roth,1983).

El hecho de que la cinaricina crónica a dosis elevadas cause

un aumento significativo en los niveles de DA estriatales es

compatible con un bloqueo total del encendido de las neuronas

como sucede en el caso de la gammabutirolactona (Imperato y Di

Chiara,1985).
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El aumento observado en los metabolites dopaminérgicos en los

dializados estriatales tras el tratamiento agudo con algunos de

los fármacos, no se correlaciona directamente con cambios en la

cantidad de DA liberada. Asi, la flunaricina y la nicardipina

presentan un mayor efecto sobre la liberación de DA (119% y 92%

respectivamente) que sobre los niveles de sus metabolites (entre

un 25 y un 50% en el caso de la flunaricina y ningún cambio

apreciable en el de la nicardipina) al contrario del haloperidol

que provoca una afectación mayor de los valores de los

metabolites dopaminérgicos (207-258%) que de la liberación de DA

(120%).

La diferencia de comportamiento de la nicardipina y

flunaricina con respecto al haloperidol (más afectación de la

liberación de DA que de su metabolismo en el primer caso y del

metabolismo que de la liberación en el segundo caso) puede

deberse a las dosis empleadas. Está descrito que la

administración única de haloperidol produce un efecto diferente

según la dosis (Zetterström y cois.,1985). Una dosis de 2 mg/kg

aumenta marcadamente la liberación de DA (>200%) y apenas afecta

a los niveles de sus metabolites en el espacio extracelular

mientras que 0.5 mg/kg produce un mínimo efecto sobre la

liberación de DA (25%) y un gran efecto sobre los niveles de

DOPAC y HVA (>150%). Igual sucede con otros neurolépticos

(Zetterström y cois.,1985; Imperato y Di Chiara,1985; Moghaddam

y Bunney,1990).

El encontrar una pobre correlación entre la intensidad de los

cambios en los niveles extracelulares de dopamina y de sus

metabolites hace surgir una serie de cuestiones.

Los niveles básales de DA recuperados en los dializados
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reflejan cambios en la liberación (se ha podido inhibir ésta con

bajas dosis de apomorfina, Zetterström y Ungerstedt,1984)

mientras que las mediciones in vivo del DOPAC ó HVA extracelular

pueden no ser una verdadera representación de la liberación de

DA.

El incremento en los niveles extracelulares de los metabolitos

dopaminérgicos siguiendo a una administración de neurolépticos

no refleja la liberación de DA sino, probablemente, un incremento

en la síntesis de la misma. Hay una sobreproducción de DA recién

sintetizada en la terminal nerviosa que es metabolizada

rápidamente y no alcanza los granulos de almacenamiento

(Zetterström y cois.,1985).

Es posible que el aumento en la liberación de DA que sigue al

tratamiento agudo con neurolépticos esté mediado por un mecanismo

diferente al que causa un incremento en el metabolismo de la

dopamina.

Experimentos hechos en diálisis con agonistas y antagonistas

puros Di ó Ü2 (Zetterström y cois.,1986) muestran que la

administración del agonista Ü2 , LY 171555, o del agonista Di, SKF

38393, reduce los niveles de DA en dializados. Dosis altas o

bajas del antagonista Di, SCH 23390 no producen cambios en la

liberación de DA. Por el contrario, el antagonista Da, sulpiride,

a dosis bajas, no da lugar a cambios en la liberación de DA,

pero a dosis altas la aumenta mucho. La disminución de los

niveles de DA inducida por el agonista Ü2 no se afecta por el

tratamiento previo con el antagonista Di, ni el pretratamiento

con el antagonista Dz tiene efecto en la reducción de DA debida

al agonista Di. De lo que se deduce que la liberación de DA tiene

lugar por mecanismos independientes ligados al receptor Di ó Dz
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aunque parece que hay un predominio del receptor Da.

En lo que se refiere al metabolismo, los niveles de DOPAC

disminuyen siguiendo al agonista Dz pero no al agonista Di. La

administración del antagonista Di, SCH 23390, a dosis bajas no

produce cambios en el nivel del DOPAC mientras que su aplicación

a dosis altas o la del sulpiride a dosis alta o baja aumenta los

niveles del metabolite.

El pretratamiento con el antagonista Di, SCH 23390, a dosis

bajas, que por sí solo no incrementa los niveles de DOPAC, impide

la reducción de DOPAC debida al agonista Ü2. Por su parte el

sulpiride a dosis bajas causa un incremento en los niveles de

DOPAC, que no resulta afectado ni por el agonista Di ni Ü2 . Asi,

parece que el metabolismo dopaminérgico es controlado por un

mecanismo acoplado al receptor Ü2 que puede ser influenciado por

el receptor Di.

En resumen la liberación de DA en el estriado de rata está

autorregulada por mecanismos ligados a los receptores

dopaminérgicos de tipo Di ó de tipo Ü2 de un modo independiente.

Por el contrario, la síntesis y metabolismo de DA está

regulada por un mecanismo acoplado a los receptores Dz que puede

resultar influenciado por los receptores Di. De modo que la

liberación y la síntesis/metabolismo pueden cambiar de un modo

independiente entre sí (Sharp y cois.,1986; Zetterström y

cois.,1988).

Según ésto, a las dosis empleadas en este estudio el efecto

producido por la administración aguda de flunaricina o

haloperidol sobre los niveles extracelulares de DA y sus

metabolitos podría ser mediado por receptores dopaminérgicos de

tipo Di y Ü2 mientras que el de la nicardipina implicaría la
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participación de los receptores dopaminérgicos Da. La aparente

falta de respuesta de los otros fármacos estudiados podria

deberse a no haber alcanzado niveles activos en el cerebro en el

momento de la diálisis. A dosis terapéuticas el verapamil (Doran

y cois.,1985) y otros antagonistas del Ca+* como la nifedipina y

el diltiazem (Snyder y Reynolds,1985) muestran lentitud de

entrada en el cerebro.

Por otro lado, el tratamiento crónico muestra un incremento

en la DA extracelular en el caso del haloperidol, o en los

metabolitos dopaminérgicos en el del haloperidol, la cinaricina

y el verapamil, lo que hace pensar en un aumento de la salida de

DA al espacio extracelular y/o una dificultad en la recaptación.

Resultados similares muestran Zhang y cois.(1989) que, tras un

tratamiento de 21 días con lmg/kg de haloperidol, encuentran

niveles elevados de DA en el espacio extracelular.

El tratamiento crónico con neurolépticos puede provocar un

descenso en el número de neuronas que se encienden

espontáneamente en la sustancia negra (Bunney y Grace,1978;

Chiodo y Bunney,1983; Grace y Bunney,1986; Jiang y cois.,1988)

que es observado ya a los 15 dias de administración continuada

(White y Wang,1983). El grado de inactivación de las neuronas

depende del tipo y la dosis del neuroléptico (Chiodo y

Bunney,1983; Skarsfeldt,1988). Esta disminución de la actividad

de las neuronas dopaminérgicas se debe a una inactivación por

despolarización (Gace y Bunney,1986) y se piensa que daría lugar

a una disminución de la síntesis y liberación de dopamina.

Pero la inactivación por despolarización también puede afectar

la recaptación de dopamina. La liberación de DA presenta dos

componentes, uno dependiente de Ca4* que es la exocitosis clásica

158



y otro independiente de Ca++ y dependiente de Na* que es

realizado por medio de un transportador de Na* y DA según el

gradiente de Na+ (Liang y Rutledge,1982; Krueger, 1990). Si éste

es superior en el interior de la neurona el transportador

funcionará hacia afuera y a la inversa en el caso contrario. En

un bloqueo por despolarización predominará el transporte hacia

afuera dificultando la recaptación de dopamina.

El verapamil, la nicardipina y el D-600 in vitro desplazan la

unión del [3H]spiroperidol a las membranas sinápticas procedentes

de estriado de rata de un modo dosis dependiente (De Vries y

Beart,1984), lo que se explica por la parte fenilalquilamina de

su molécula, de modo que pueden comportarse como neurolépticos

y causar una inactivación por despolarización y una dificultad

en la recaptación de dopamina. Pero se observa, además, que los

fármacos antagonistas de los canales de calcio empleados muestran

más notoriamente su efecto inhibidor de la recaptación después

de la despolarización con potasio, cuando hay más DA en el

espacio extracelular, lo que hace pensar en un efecto del bloqueo

de estos canales de calcio voltaje dependientes sobre el

mecanismo de recaptación de dopamina. De hecho, el verapamil

inhibe el mecanismo de recaptación de alta afinidad, dependiente

del Na*, para la serotonina, dopamina, noradrenalina y colina en

sinaptosomas de cerebro de rata (McGee y Schneider,1979; Brown

y cols.,1986). Apoya esta idea la dificultad en la recaptación

de DA causada por la nifedipina, único fármaco de los utilizados

que no posee el componente fenilalquilamina en su molécula y no

desplaza el [3H]spiroperidol de las membranas estriatales (De

Vries y Beart,1984).

La disminución en los niveles de DA y HVA extracelulares
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debida al tratamiento repetido con flunaricina, que también

desplaza la unión de [3H]spiroperidol a membranas estriatales

(Govoni y cois.,1988a), podria deberse a la diferente respuesta

de las neuronas dopaminérgicas según el tipo y la dosis del

neuroléptico según la idea expuesta por diversos investigadores

(Glow y cois.,1980; Chiodo y Bunney,1983; Boyson y cois.,1988;

Lañe y cois.,1988; Mefford y cois.,1988; Skarsfeldt,1988; Hu y

Wang,1989). Asi, Hernández y Hoebel (1989) encuentran una

disminución de los niveles de ambos metabolitos dopaminérgicos

en dializados estriatales después de un tratamiento de 29 dias

con 0.5 mg/kg de haloperidol al contrario de Zhang (1989) que no

observa cambio en los metabolitos tras 21 días con lmg/kg de

haloperidol. Por otro lado, Govoni y cois. (1988b) muestran que

la flunaricina crónica aumenta el número de receptores

dopaminérgicos de tipo Ü2 y, además, disminuye el número de

receptores de tipo Di lo que sugiere un modo de comportamiento

diferente al de los neurolépticos clásicos.

Asi como los antagonistas de canales de calcio utilizados en

este estudio poseen un componente neuroléptico en su molécula,

con excepción de la nifedipina, hay neurolépticos que son además

bloqueantes de canales de entrada de calcio en la célula. Las

difenilbutilpiperidinas (pimozide) tienen igual potencia como

antagonistas de receptores Ü2 que como antagonistas de canales de

calcio mientras que las butirofenonas y fenotiazinas son más

débiles como antagonistas de canales de calcio que como

bloqueantes de los receptores dopaminérgicos (Snyder y

Reynolds,1985).

Se podría pensar como Snyder y Reynolds (1985), que el efecto

neuroléptico se debería a la interacción con un receptor y el
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antagonista de canales de calcio a la interacción con otro. Pero

los antagonistas de canales de calcio pueden ser bloqueantes de

los receptores de DA o por similitud en su molécula y/o por

bloqueo funcional del receptor. Se sabe que el receptor de DA de

tipo Ü2 actúa produciendo una hiperpolarización (Lacey y

cois.,1987; Freedman y Weight,1988 ; Drukarch y cois.,1989; Vallar

y Meldolesi,1989) al abrir un canal de K*, probablemente a través

de una proteína G (Sasaki y Sato,1987). El hecho de que existan

canales de K+ sensibles al Ça** y que son bloqueados por

antagonistas de canales de calcio (Moolenar y Spector, 1979)

lleva a pensar que el receptor de DA puede dejar de funcionar si

no funciona el o los canales de K*, por antagonismo de los

canales de calcio de los que dependen aquellos.

Por otra parte al causar una hiperpolarización de la neurona

al abrir canales de K*, la DA y los agonistas dopaminérgicos

disminuyen la entrada de calcio en la célula (Memo y cois.,1985;

Fujiwara y cois.,1987; Crowder y Bradford,1987 ; Drukarch y

cois.,1989) ya que al cambiar el voltaje bloquean la forma activa

del canal de calcio (Bean,1989b).

Puede suceder que un tratamiento crónico con antagonistas

dopaminérgicos, al provocar un bloqueo por despolarización

bloquee también la forma activa del canal de calcio, lo que

explicarla el efecto antagonista de canales de calcio que tienen

algunos neurolépticos.

Los resultados obtenidos en los niveles extracelulares de DA

y sus metabolites tras la despolarización por potasio en las

ratas tratadas con vehículo se adaptan a lo descrito en la

literatura (Zetterström y cois.,1988; Westerink y cols.,1989b)

lo que va a favor de la validez del método. Ninguno de los
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fármacos utilizados en este trabajo disminuye la respuesta al

estimulo despolarizante del potasio que provoca una liberación

de dopamina calcio dependiente y voltaje independiente (Westerink

y cols.,1989b; Fairbrother y cois.,1990} lo que apoyaria el que

los antagonistas de los canales de calcio aqui estudiados actúan

sobre el canal de Ca*+ voltaje-dependiente de tipo L (Vandaele y

cois.,1987; Hosey y Lazdunski,1988) cuya situación se ha descrito

en dendritas y somas (Cortés y cois.,1984; Sanna y cois.,1986;

Ahlijanian y cois.,1990), no en terminales axonales y por tanto

su bloqueo no influirla en la entrada de calcio necesaria para

la liberación de neurotransmisores, que parece depender de los

canales de calcio voltaje dependientes de tipo N (ver págs. 64

y 65) .

La respuesta en los niveles extracelulares estriatales de DA

y sus metabolites producida por una dosis de haloperidol en las

ratas tratadas con vehículo también se adapta a la descrita en

la literatura (Imperato y DiChiara,1985; Zetterström y

cois.,1985). La liberación de dopamina provocada por una dosis

de haloperidol es dependiente del voltaje y del calcio (Westerink

y cois.,1989b). La administración sobreañadida de haloperidol a

un animal ya tratado con haloperidol produce un efecto menor que

en uno al que se da por vez primera (Di Chiara e Imperato,1985;

Hernández y Hoebel,1989; Zhang y cois,1989), lo que se explica

por una menor respuesta de las neuronas dopaminérgicas debida al

tratamiento. Efecto que se observa también en el caso de todos

los fármacos utilizados en este estudio. Los cambios debidos al

tratamiento con nifedipina, único fármaco de los estudiados que

no posee el componente fenilalquilamina, se explicarían por una

competencia por el receptor dopaminérgico, del haloperidol con
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la dopamina extracelular aumentada.

Se podría pensar que el efecto encontrado por un estimulo

sobreañadido de haloperidol se debe a una menor entrada de calcio

al interior celular. Pero ésto se descarta al observar que el

bloqueo de estos canales de calcio no afecta a la acción del

potasio que provoca una liberación de dopamina calcio dependiente

pero voltaje independiente (Westerink y cols.,1989b; Fairbrother

y cois.,1990}.

En resumen, en este estudio se muestra la utilidad de la

técnica de microdiálisis cerebral para observar los efectos

producidos por fármacos a nivel del espacio extracelular del

estriado de rata. Los experimentos en tejido no permiten una

observación tan cuidadosa de los cambios en el tiempo de las

células ante un tratamiento.

La administración de diversos fármacos antagonistas de canales

de calcio provoca una afectación del funcionalismo dopaminérgico.

El tratamiento agudo con los fármacos estudiados muestra cambios

compatibles con un aumento en la actividad dopaminérgica mientras

que la administración crónica resulta en el efecto contrario, lo

que hace pensar en un mecanismo de acción similar al de los

neurolépticos.

El grupo de Bunney siempre ha mantenido que la acción crónica

de los neurolépticos es debida a una despolarización repetida de

la célula que conduce al cese del encendido de un gran número de

neuronas. Es lo que se llama bloqueo por despolarización. Según

esta idea resulta, cuanto menos, paradójico hablar de la

existencia de una tolerancia de las células dopaminérgicas al

tratamiento neuroléptico cuando en realidad disminuyen su función

en mayor o menor grado según el tipo y la dosis del neuroléptico
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utilizado. Esta disminución puede resultar catastrófica en el

envejecimiento en que hay un descenso en los lugares de captación

de dopamina, lo que confirma pérdida de axones en relación con

la edad (Tedroff y cois.,1988; De Keyser y cois.,1990), el manejo

del calcio está alterado, habiéndose encontrado una reducción

marcada de la captación de Ca++ por canales de calcio y una

disminución en el intercambio Ca+*/Na+ (Martinez y cois.,1987),

y se encuentra una reducción en la velocidad de recuperación de

los receptores dopaminérgicos (Battaglia y cois.,1988).

Los efectos encontrados a nivel extracelular orientan además

a una alteración en la recaptación de dopamina, lo que podria

deberse a la despolarización por el bloqueo crónico de los

receptores de dopamina con la consiguiente inversión en el

transportador. Pero el hecho de observarse este efecto de un modo

más intenso tras la despolarización con potasio y de que la

nifedipina, único fármaco de los empleados en este estudio que

no posee el componente fenilalquilamina en su molécula, también

afecte la recaptación, hace pensar que los canales de calcio

voltaje dependientes de tipo L intervienen en el mecanismo de

transporte activo de la dopamina.

Asimismo la falta de efecto del bloqueo de los canales de

tipo L sobre la liberación de dopamina provocada por potasio

apoya la idea de que estos canales no influyen en la entrada de

calcio necesaria para la liberación de dopamina.

Una inyección de haloperidol sobreañadida a un tratamiento

crónico con los diversos fármacos, tiene un efecto

significativamente menor que una primera y única administración

de haloperidol lo que se piensa es debido a una menor

sensibilidad celular provocada por los diversos tratamientos.
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5. CONCLUSIONES.

Estandarización del método de microdiálisis cerebral

1. El método de diálisis intraestriatal es adecuado para el

estudio de los cambios en la DA y sus metabolites producidos a

nivel del espacio extracelular siempre que se utilice pasadas las

24 horas de la implantación y antes de los 4 días de la misma.

2. Este método permite la observación del efecto producido en el

tiempo por la administración de diversos fármacos en el

comportamiento de las terminales dopaminérgicas.

Estudio del funcionalismo dopaminérgico en el cerebro de rata

tras la administración de fármacos antagonistas de los canales

de calcio

1. El tratamiento con fármacos antagonistas de los canales de

calcio produce una afectación en el funcionalismo dopaminérgico.

2. Los datos obtenidos en este estudio hacen pensar que los

fármacos antagonistas de los canales de calcio que poseen un

radical fenilalquilamina en su molécula tienen un mecanismo de

acción similar al de los neurolépticos.

3. La respuesta de los niveles extracelulares de dopamina al

estímulo con potasio tras un tratamiento crónico con nifedipina,

único. fármaco de los utilizados que carece del radical
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fenilalquilamina, sugiere que los canales del calcio dependientes

de voltaje de tipo L intervienen en el mecanismo de transporte

activo de la dopamina.

4. El bloqueo de los canales de calcio dependientes de voltaje

de tipo L producido por el tratamiento crónico con los diversos

fármacos no disminuye la respuesta al estimulo despolarizante del

potasio lo que apoya la idea de que este tipo de canales de

calcio no participa en la entrada de calcio necesaria para la

liberación de dopamina.

5. El estímulo sobreañadido de haloperidol a una administración

repetida de los diversos fármacos provoca una respuesta menor que

la producida por una única dosis del mismo lo que indica una

disminución del encendido de las neuronas dopaminérgicas

provocada por el tratamiento.
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