Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias

Departamento de Biologia

"EFECTO DEL VERAPAMIL SOBRE LA LIBERACION DE

NEUROTRANSMISORES EN SINAFTOSOMAS"

TES1IS PROFESIONAL
que para obtener el titulo de
BIOLOGO

presenta LUZ MARIA CHIU VELAZOUEZ

México, D.F. ¢ 1990

Uém 0§ R |




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

;o Fag.
I. ORGANIZACION DE LA TESIS...vevuveeonssioosovscsnsnnnns
II. ANTECEDENTES
I11.A. GENERALIDADES. s sovvosovnnescosssrsenasonssscarsosssranssns 2

1. Tipos de 6iNapSiS.sesssrccsnccascensocscascanansacs 3
2., La preparacién sinaptosomal.....cereeerrescsscanvens &
3. Sinapsis quimicas y neurotransmisures....;.....;... [}
4. Biosintesis de neurotransmiscres...........,...{;.. 7
11.8. DESORDENES AFECTIVOS | .

1. Caracteristicas generales...ccousoesvesainsis

2. Tratamientos somdticos para s
lac depreciones MmayoreS...sersscscssnvocsensnasnsneld

3. Hipétesie de las Aminas Biogénicas.......r.........IS

4, Funciones neurocendécrinas alteradas
en 1a depresifn...ccceeccscsssssansssesassssascsenssliB

11.C. ANTAGONISTAS ORGANICOS DEL CALCIO. . civeeecssnvanvaceesl?
III1. OBIETIVOS. s e eevnecccocnaarcnconssnancarsnasannsnsnnens2
. MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de la preparacién sinaptosomal........,...23
2. Sistema de Ferfusifn...ceceeeseacesscsnsssscasnsnss
3. Medios de Ferfusibn...cecescecroscscracravssnnvssaanb
4. Captacién del transmisor marcado radiocactivamente..2é

5. Liberacién del neurotransmisor....ceeeceeescresssees28

V. RESULTADOS Y DISCUSION...voouvseconaccrtoncsnsansnncssss0

VI. CONCLUSIONES. . vvveeescnaans sessrecncsasescsrnsnennssesbl

VII. REFERENCIAS. ccvssevesscaosvoscersne R e -2



Diagrama 1.
Diagrama 2.
Di agrama 3.
Di agrama 4.

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura
Figura
Figura

Figura

Figura
Figura

Figura
Figura
Figura

Figura

Figura

Figura

1.

2

10.

11.
12,

INDICE DE FIGURAS
PAg.

Metabolismo de la dopamina y la norepinefrina........8
Metabolismo de la serotonina...ivieveenascenvrensess 10
Metabolismo del BABA......ccececriasascsonsnsnsanveneal?
Estructura quimica de los dos grupos de "antago-
nistas orgénicos del calcib". iiieeeeresaescnssncnsnsa2l
Efecto del verapamil sobre la liberacioén de GABA
inducida por despolarizacién con K* alto en

ausencia y presencia de Ca®* externO...eceeseassesesns3i
Efecto del verapamil sobre la liberacién de GAEA
inducida con veratrina en ausencia y presencia

de Ca®* ©MterNOescsissessarsuassssssassssnssesosaassssos

Efecto de)l verapamil sobre la liberacién de GAEA
dependiente de Ca=* inducida por el ionéforo de

Ca®*, A—231B7 . e sttt rsevensascncsassnasssarasastnancees I
Efecto del verapamil sobre la liberacién de GAERA
independiente de Ca=+* inducida con el iondforo

de Na* MONenSiN@.scscsasssssressanssassssoossossnsossns/

Efecto del verapamil ceobre la radioactividad

total de dopamina..cveceesoeaasceasascassassncaasasesasdl
Efecto del verapamil y del bupropion sobre la
SH-dopamina total durante el periodo de lavado......41
Efecto del DABA y del verapamil sobre el

SH-GAEA total durante el periodo de lavadOeeeeessss 43
Efecto del verapamil sobre la liberacién basal

de *H-GABA y de ®H-dopamina de sinaptosomas

del estriadD...esssseserassesncsanosssacsarenssssnsdb
Efecto del DABA y del bupropion sobre la

liberacién basal de “H-GABA y de *H-dopamina........46
Efecto del DRRA scbre la liberacion de SH-GAEBA
estimulada por homointercambio con GABA frio........48
Homointercambio de dopamina. .. .cveevrvsovanorrnssas 0
Efecto del bupropion sobre la liberacién de
*H-dopamina estimul ada por homointercambio con
dopamina frid..csevscesvesrtsrostsonnsesvsncessnrosesSl
Efecta del verapamil y del bupropion sobre la
liberacién de SH-dopamina estimulada por
homointercambio con dopaminad frid.ieescsesessssncenees
Efecto del verapamil eocbre la liberacién de
*H-dopamina y de SH-GAEA estimuladas con

VEratrina. co. e enrenrcaresnovennrrsansvsrsosncnasssed
Curva de inhibicidn por verapamil de la

respuesta de "H-GABA a veratridina......cveeeveeees 57
Curva dosis-respuesta del efecte del verapamil

sobre la liberacién basal de PH-dopamina..recicsasssIT?

2]

wm



1. DRGANIZACION DE LA TESIS.

Esta tesis es un estudio del efecto del verapanil sobre la 1li-
beracién de los neurotrancmisores &cido s—~amino butirico (GABA) vy
dopamina en terminales nerviosas aisladas de cerebro de mamifero.
El verapamil pertenece al grupo de fArmacos conocidos come "antago-
nistas organicos de los canales de calcio”.

En los "Antecedentes"” se incluye una parte englobada con el
subtitulo de "Generalidades"”. Esta contiene: 1) aspectos generales
dé l1a estructura y del funcionamiento de las terminales nerviosas,
2) algunas de las ventajas de utilizar la preparacién sinaptosomal
y 3) una descripcién del metabolismo de algunos neurotransmisores.
En la segunda parte intitulada "Desérdenes afectivos", se describe
la sintomatologia y el tratamiento de estos padecimientos y se men-
tionan brevemente 1o mecanismos de accidén que se han propuesto pa-
ra los farmacos mas utilizados en su tratamiento. En la tercera
parte se incluye la clasificacién de los fArmacos genéricamente co-
nocidos como "Antagonistas Orgdnicos del Calcio” y se mencionan al-
gunos de los estudios relacionados con los efectos del verapamil,
el cual se une con alta afinidad a las membranas de los sinaptoso-
mas y ha demostrado ser potencialmente (til en la profilaxie de la
mania.

Enseguida se mencionan los objetivos del presente estudio,
surgidos de acuerdo a los antecedentes descritos.

En la parte de "Materiales y Métodos" se describe el procedi-
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miento utilizade para el desarrollo del trabajo experimental, asi
como los principios en 1os que estén fundamentados los métodos
utilizados.

€En la parte correspondiente a "Resultados y Discusién”, se da
la interpretaci6n de cada grafica presentada, ensequida de la des-
cripcison de los resultados contenidos en ella.

Finalmente se incluye un resumen de las "Conclusiones" mas im-
portantes a las que nos permitieron llegar los resultados hasta el

momento obtenidos, seguido de las Referencias citadas en la tesis.

II. ANTECEDENTES.

11.A. GENERALIDADES

El sistema nervioso estd ctonstituido basicamente por dos tipos
de célulast las células nerviosas o neuronas y las células de la
neuroglia o gliales., Estas ultimas representan el soporte fisico de
las neuronas, participan en la transmisién sindptica e intervienen
en el transporte de materiales nutritivos desde los capilares hasta
las neuronas. Las neuronas son las células especializadas para la
recepci 6n de lpos estimuloe y la conduccién de los impulsos nerviosos
y son por consiguiente las responsables de la transmisién de la in-
formacidn, La diversidad de formas y tamafos que presentan las neu-
ronas es considerable, pero de una manera simple una neurona tipica

estd compuesta por un cuerpo neuronal del que parten por un lado las
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dendritas, clAsicamente consideradas como la porcién por donde se
recibe preferencialmente la informacién, y por otro lado el axén con
eus ramificaciones, que se encarga de llevar dicha informacién a las
células nerviosas con las que l1a neurona hace contacto. Los extremos
de las ramificaciones de un axén constituyen las terminales sindpti-
cas de una neurona.

Toda la informacién que proviene del mundo exterior y del res-
to del cuerpo llega al cerebro y es recibida, procesada y almacena-
da gracias a las neuronas y a sus interconexiones. La organizacién
y funcionamiento de estas células da lugar a funciones que van des-
de las formas mas simples de relacidén con el medio ambiente en los
animales inferiores, hasta los procesos mAs complejos del pensamien-
to humano. En vista de ésto, el estudio de los mecanismos basicos
que hacen posible la comunicacién entre las neurcnas resulta de gran

interés.

1. Tipos de sinapsis

La superficie de una neurona con la que hace contacto la ter-
minal presindptica se denomina postsinapsis. La zona de comunicacioén
entre las neuronas pre y postsindptica representa la sinapsis. Des—
de el punto de vista morfofisiolégico, eristen dos tipos de sinapsis?
la eléctrica v 1a quimica. La primera practicamente no presenta re-—
tardo sindptico y carece del espacio o hendidura sinaptica de apro-
ximadamente 20 nm que se observa entre las membranas pre y postsi-
nAptica en las sinapsis quimicas. En la sinapsis eléctrica el area

de unién entre estas membranas es simétrica en apariencia, mientras
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que la sinapsis quimica se caracteriza por la presencia de vesiculas
sinapticas apiladas en la vecindad de la membrana presinaptica, las
que junto con las mitocondrias y una mayor opacidad a los electrones,
contribuyen a la apariencia asimétrica entre las porciones pre y
postsindpticas que conforman las sinapsis quimicas (Pappas y Waxman
1972, Bullock y col. 1977).

Con base en los sitios de contacto entre las neuronas pre y
postsinapticas, las sinapsis se pueden clasificar como a»o-somati -
cas, axo-dendriticas, axo-auénicas, dendro-dendriticas y somato-
somaticas. Cada una de ellas tiene a su vez ciertas variaciones es-~
tructurales segin la organizacién de los circuitos neuronales en

que participan (Bullock y col. 1977).

2. La preparacién sinaptosomal

Gracias a la propiedad de sellarse que presentan las membranas
biolégicas que han sido parcialmente rotas, es posible obtener ter-
minales nerviosas aisladas a partir de homogenados parciales de una
estructura cerebral o de cerebro completo en sacarosa isoténica
(Gray y Whittaker 1962).

Durante el proceso de homogenizacidn del cerebro o de alguna
de sus estructuras previamente disecadas, la membrana de las termi-
nales nerviosas se rompe en las zonas de mayor adelgazamiento, y
menor resistencia (Dunkley y col. 1987). Esto permite que las ter-
minales nerviosas se separen de su awén y conserven en su interior
sus organelos y toda la maquinaria bioquimica necesaria para la

sintesis, almacenamiento y liberacién de los neurotransmisores
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(Bradford 1975). Gracias a la relativa fluidez de las membranas ce-
lulares y a su capacidad de mantener su continuidad, los extremos
cortados de la membrana de la terminal nerviosa se sellan rdpidamen-
te para formar una estructura continua de forma regular. La conti-
nuidad de 1a membrana celular en los sinaptosomas, se ha evidencia-
do en preparaciones sinaptosomales vistas al microscopio electréni-
co (Rradford 1975, Gray y Whittaker 1962).

Existen evidencias morfolégicas y bioquimicas que demuestran
que los sinaptosomas recién formados conservan propiedades semejan-
tec a las que ce encuentran en las terminales nerviosas intactas
(Bradford 197%5). Se ha demostrado extensamente la presencia de un
potencial de membrana en los sinaptosomas, gracias al cual éstos
son capaces de responder a estimulos eléctricos como potenciales
sinapticos, generando potenciales de accién (Richards y Mcllwain
1967) .

Los sinaptosomas regulan la entrada y salida de calcio a tra-
vés de su membrana (McGraw y col. 1981) y mantienen un nivel de Ca=*
citosélico en el reposo similar al encontrado en las células intac-
tas (Nachshen 1985). Ademds, en los sinaptosomas se observa un fuer-—
te acoplamiento entre la liberacidén del transmisor y la entrada de
Ca=* durante la despolarizacién rapida (Drapeau y Rlaucstein 1983).

Bradford (1969) ha demostrado que los sinaptosomas mantenidos
a 37°C vy en ﬁresencia de sustratos adecuados pueden respirar con un
consume lineal de Ox durante varias horas después de su aislamien-
to. Ademds, Nachshen y Drapeau (1988) han demostrado que la membra-

na plasmdtica de los sinaptosomas conserva sus caracteristicas de
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sensibilidad osmética, y que éstos tienen una gran capacidad amorti-
guadora para regular el pH citosélico.

For todo ello, puege decirse que la preparaciéon sinaptosomal
permite analizar los aspectos neuroquimicos del componente presindp-

tico del proceso de la transmisién.

I. Sinapsis quimicas y neurotransmisores

Ademds de las diferencias que presentan las sinapsis eléctri-
cas y lats quimicas en cuanto a su estructura fina y en cuanto a la
velocidad con la cual es transmitida la informacién desde una célu-
la nerviosa a otra, la principal caracteristica que las distingue
reside en que las terminales nerviosas que intervienen en las sinap-
sis quimicas son capaces, a diferencia de las eléctricas, de sinte-
tizar, almacenar y liberar 'sustancias sindpticamente activas", las
cuales se conocen con el nombre de neurotransmisores y pueden ser
de dos tipos: excitadores e inhibidores. Los primercs funcionan des-
polarizando 1a membrana de la célula postsindptica con la cual hacen
contacto, mientras que los neurotransmisores inhibidores 1la hiper-
peolarizan y de esta manera dificultan gque los impulsos excitadores
simultaneos o subsecuentes, produzcan una despolarizacidén de la mem-—
brana postsinaptica suficiente para alcanzar su umbral de disparo.

Los neurctransmisores inhibidores "clasicos" incluyen al acido
oc~aminobutirico (GARA), a la glicina y a las monoaminas biogénicas,
dopamina, norepinefrina y serotonina. Aunque estas ultimas tienen
efectos excitadores sobre algunas neuronas. La acetilcolina y el

acido glutdmico por 1o general son neurotransmisores excitadores.
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4. Biosintecsis de neurctransmisores.

Para que una neurona pueda sintetizar a un neurotransmisor es-
pecifico, deben estar presentes en ella tanto el grupo de enzimas
biosintéticas, como los procesos bioquimicos especificos necesarios
que intervienen entre la sintesis del neurotransmisor y su libera-
cién en la sinapsie} como es el empacamiento del neurotransmisor en
vesiculas de almacenamiento o vesiculas sindpticas., Como 1a mayoria
de las vias biosintéticas, en la sintesis de los neurotransmisores
existe un paso enzimatico limitante y una enzima especifica que re-
gula la sintesis. For lo general la enzima limitante de la sintesis
de un determinado neurotransmisor, se encuentra contenida en la neu-
rona que lo sintetiza (Schwartz J, 1981).

La dopamina y la noradrenalina son sintetizadas en una via co-
min (Diagrama 1) gque consta de varios pasos enzimAticos. La primera
enzima que interviene en esta via es la tirosina-hidroxilasa, una
oxidasa que convierte la tirosina en L-dihidroxi-fenilalanina (L-
DOFR). Esta enzima es el pasoc limitante para la sintesis de dopami-
na y noradrenalina y es caracteristica de las células dopaminérgi-
cas. La L-DOFA enseguida es descarborilada por la enzima DOFA-des-
carboxilasa para producir dopamina y  -CO>. La dopamina-fi-hidroxilasa,
que convierte la dopamina a noradrenalina, ec caracteristica de las
célulae noradrenérgicas. Los principales metabolitos de la dopamina
son €1 DOPAC (4cido 3,4-dihidroxifenilacético) y el HVA (Acido homo-
vanilice) y los de la noradrenalina son el MHFG (3-metoxi-4-hidrowi-
fenilglicol), 1a normetanefrina (NM) y el Acidc 3-metoyi-4-hidroxi-

mandélico (VMA). La enzima monoamino oxidasa (MAD) es la responsable
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de la conversitn de dopamina en DOPAC y de noradrenalina en MHPG o
en NM. La pargilina es un representante de los inhibidores efecti-
vos de dicha enzima (Cooper y col. 1982).

En el sistema nervioso central, los cuerpos celulares de las
neuronas que contienen norepinefrina son prominentes en el locus
coeruleus, un nucleo del tallo cerebral que tiene proyecciones ha-
cia la corteza, el cerebelo y la médula espinal. Las células que
contienen dopamina ectd&n localizadas en tres regionest la sustancia
negra compacta, cuyas células proyectan hacia el estriado} la sus-
tancia negra reticulada que proyecta a la corteza limbicai y en el
hipotdlamo, donde se proyectan hacia el tallo de la hipodfisis
(Schwartz J, 1981).

La sintesis de serotonina o S-hidroxitriptamina (Diagrama 2)
incluye a 2 enzimas: la triﬁtofano hidroxilasa, una oxidasa similar
a la tirosina hidroxilasa, que agrega un grupo hidroxilo al anillo
indol del triptofano en la posicién S y forma asi el S-hidroxitrip-
tofano (S-HTF) y la S—-hidroritriptofano-descarboxilasa, que ensegui-
da forma la serotonina. El paso limitante es la triptofano hidroxi-
lasa, la primera enzima en esta via biosintética. El principal meta-
bolito derivado de la serotonina es el aAcido 5-hidroxi indolacético
{(S~-HIAA) que se forma con intervencidn de la MAD. Los cuerpos celu-
lares serotoninérgicos se encuentran en el nucleo del rafé del ta-
110 cerebral, estas células envian fibras hacia el cerebro anterior
y hacia la médula espinal (Cooper y col. 1982).

A diferencia de las aminas biogénicas, existe un grupo de ami-

no&cidos que son liberados como neurotransmisores y que también son
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constituyentes celulares universales. La glicina, el glutamato y el
aspartato son 3 de los 20 aminoacidos comunes que estan incorpora-
dos a las proteinas de todas las células. Por ejemplo, el Acido glu-
tamico no s6lo funge como neuroercitador sino que en algunas zonas
del sistema nervioso central de los vertebrados, ademds de ser un
importante producto intermediario del metabolismo neuronal es el
precursor directo del GABA (Costa y col. 1979, Tapia 1983), molécu-
la que a su vez es el neurotransmisor inhibidor mas ampliamente
distribuido en el sistema nervioso central. La via estriato nigral
es una via gabaérgica bien definida. Ademds, en el cuerpo estriado
también existen interneuronas gabaérgicas, La enzima responsable de
la conversién del Acido L-glutadmico a GABA es la glutamato descar-—
borxilasa (Diagrama 3). Esta enzima se encuentra localizada en el
citoplasma de las terminales nerviosas gabaérgicas. La GABA-trans-
aminasa es la enzima que degrada al GARA y 1o convierte en semial-
dehido succinico. Un inhibidor efectivo de dicha enzima es el acido

amino-oxiacétice (Tapia 1983%).

11.B. DESORDENES AFECTIVOS.

1. Caracteristicas generales.

Los desérdenes afectivos son aquellas enfermedades mentales en
las que occurre una alteracién del estado de animo acompafada de un
sindrome depresivo o maniaco, que no se debe a2 ningun otro trastor-
no mental o fisico (DSM-111-R 1988). Dentro de los desérdenes afec-

tivos se encuentran las depreciones mavores, que pueden ser de tipo
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unipolar o depresién recurrente y de tipo bipolar o maniaco depre-
siva. Ademas, en los desordenes afectivos se pueden presentar episo-
dios psicéticos, en particular en la mania (Sachar 1981b).

Los sintomas generales de los desérdenes unipolares son: humor
disférico agudo, pérdida generalizada de intereses y pérdida de la
capacidad para experimentar placer.

Los criterios que se utilizan para diagnosticar este tipo de
desorden sont! suefio alterado (insomnio y despertares nocturnos),
apetito disminuido, pérdida de energia, impulso sexual disminuido,
agitacieén peicomotora, retardo en pensamientos y acciones, dificul-
tad para concentrarse, e ideas de culpabilidad, de pesimismo y de
suwicidio. Ademds hay un aumento en la intensidad de los sintomas
por las mafanas (Sachar 1981a).

La edad mds comin para que ocurra el primer episodio de un pa-
ciente deprimido es a los 40 afos, se presenta mas frecuentemente
en las mujeres que en los hombres y la duracidén usual del episodio
es de 4 a 12 meses. En la mayoria de los casos, y a diferencia de
la depresioén reactiva, rno se han observado factores psicosociales o
del medio que precipiten la aparicién del cuadro, el cual, una vez
que se ha establecido, es auténomo. Se calcula que aproximadamente
47, de la poblacién mundial sufre de depresién. El riesgo de sucidio
en los enfermos deprimidos es mayor cuando éstos comienzan a recu-
perarse.

Los pacientes que presentan desérdenes bipol ares sufren episo-
dios subsecuentes de mania y depresién. Las caracteristicas clini-

cas de la depresién son iguales a las vistas en los desérdenes uni-
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polares. La mania se caracteriza por la presencia de un humor ele-
vado, expansivo e irritable, sobreactividad, verborrea, libido y !

energia incrementados, presién y fuga de ideas, grandiosidad, dis-

tractibilidad, necesidad de suefo disminuida, conductas temerarias

y también pueden presentarse delirios que son parte de los sintomas

psicoticos. Este tipo de desérdenes se presentan mis cominmente a

nen precipitantes psicosociales.

En-estudios-como. _laos de.ketyuy_anv—44975Lq/se ha observado

i
i
los 30 afos y en cualquier sexo. La mayoria de los episodios no tie
I
[
i

que, gara la aparicién de 1a=‘depres:ones mayores en general (tipo ’N)Mdlﬁ
. £ cium £ ho Ly ‘defeisete fooi ““D’“ an €7
unipolar o b1polarY4;g::5te una fuerte predisposicién genétxcafrEsr“?J

i

{ tos autores encontraron en su estudio que la tasa de morbilidad de' Aadé &

fermedades depresivas, es mucho mas alta que la observada en la por

blacién general.

2. Tratamientos somaticos para las depresiones mayores.

Exicsten dos tratamientos somadticos efectivos para las depresio-

nes mayores! la terapia electroconvulsiva y las drogas antidepresi-

vas.

La terapia electroconvulsiva produce alrededor del 90% de me-;

$
i

joria en pacientes con depresién mayor definida y refractaria a lo%

i
fadrmacos: en un principio este tratamiento inducia crisis generali-

i

i
zadas, por lo que actualmente se administra bajo anestesia y con re-

i

lajacién muscular completa. Se cree que la eficacia de esta terapih
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reside en que produce cambios en la sensibilidad de los receptores

aminérgicos.

Las drogas antidepresivas utilizadas pueden ser del tipo de
los inhibidores de la MAD, de los compuestos triciclicos o bien pre-
curcsores metabélicos de las aminas biogénicas. En términos genera-—
les, estas drogas producen mejoria de un 70% a un 85% segun la do-
sis. En general, los pacientes comienzan a mejorar al cabo de {§ a 3
semanas de iniciado el tratamiento.

ol Leatomien bo

Las sales de litio son efectivas para la terminacion de los
episodios maniacos y también evitan o atentan los episodios mania-
cos y depresivos recurrentes. De forma similar, las drogas antipsi-
céticas se utilizan para terminar los episodios maniacos, y al com-
binarse con compuestos triciclicos, son Gtiles para tratar la depre-
sién psicética (Sachar 1981a).

3. Hipétesis de las Aminacs Biogénicas.

La idea mas aceptada acerca del sustrato neurolégico de la de-
presién es una deficiencia funcional en la serotonina y/o en la nor-
epinefrina del cerebre, y que los antidepresivos actdan al incremen-
tar la disponibilidad de ambas aminas. La serotonina y la norepine-
frina se almacenan en granulos intracelulares y son liberadas exo-
citéticamente por las terminales serotoninérgicas y noradrenérgicas
hacia el espacio sinaptico. Después de que el neurctransmisor inter-
actua con 1los receptores postsinapticos, estas aminas biogénicas son
activamente retomadas por las terminales presindpticas.

La idea de que las aminas biogénicas estan reducidas en la de-
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presién partié de los experimentos realizados con la reserpina, un
alcaloide de la Rawolfia que primero se utilizé como tratamiento de
la hipertensién. Este alcaloide precipitaba los sindromes depresi-
vos en un 15% de los pacientes hipertensos tratados. Posteriormente
el grupo de Bernard Brodie (Fletscher y col. 1956), demostré que es-
ta droga causa deplecidn de serotonina y norepinefrina de las vesi-—
culas de almacenamiento y, a su vez, las aminas biogénicas que son
liberadas al citoplasma son degradadas por la enzima monoamino oxi-—
dasa.

Los inhibidores de la MAD ejercen su efecto terapéutico en 1la
depresién al aumentar la disponibilidad de serotonina y de norepine-
frina mediante la inhibicién de la enzima que los degrada en el ci-
toplasma.

Los antidepresivos triciclicos bloquean la recaptura activa de
la serotonina y norepinefrina por las terminales que las liberan,
con lo cual prolongan el tiempo de accién de estos neurotransmiso-
res en la hendidura sindptica.

Se ha evidenciado que la administracién de precursores de la
serotonina y de la norepinefrina, tales como L-triptofano, S-OH-
triptofano o L-DOFA, y que la administracién de agentes farmacolé-
gicos que aumentan la disponibilidad de estas aminas biogénicas
disminuyen la depresién.

Ademds, recientemente ha surgido una variedad de antidepresi-
vos atipicos que tienen estructuras y efectos biogquimicos muy diver-
sos. Entre ellos hay sustancias de uno, dos o tres anillos, como la

clovorxamina, la zimelidina o la clorimipraminaj © bien de tres ani-
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l1los indélicos, como el iprindol (Richelson 1984).

Por otro lado, a pesar de que la inhibicion de los sistemas de
recaptura de alta afinidad de serotonina y de norepinefrina por los
agentes triciclicos es casi inmediata, la hipétesis de las aminas
biogénicas no explica el retraso entre €1 inicio del tratamiento y
el establecimiento de la respuesta clinica a este tipo de antidepre-
sivos. Este retraso se ha tratado de explicar a través de los efec-
tos que tienen los antidepresivos sobre otros procesos diferentes a
la recaptura, en particular por medio de sus efectos sobre los re-
ceptores pre y postsinapticos. Asi, por ejemplo, se han encontrado
evidencias de que la terapia electroconvulsiva y las drogas antide-
presivas en general, reducen la sensibilidad de los receptores f-
adrenérgicos postsinapticos y producen una regulacion denominada
hacia abajo o subsensibilidad, que consiste en que disminuye el nu-—
mero total de receptores. De forma similar, los antidepresivos tam-
bién disminuyen la sensibilidad de ciertos receptores de serotonina

(5-HTz). La administracién a largo plazo de la mayoria de antide-

presivos causa una disminucién en el numero de receptores presinap-
ticos, esta disminucion de los autorreceptores, que normalmente in-
hiben la liberacién, podria incrementar la funcion sinaptica. Es
probable que el efecte predominante de los antidepresivos tricicli-
coc sea sobre los receptores presindpticos y que este efecto sea
subyacente a su respuesta terapéutica.

Recientemente algunos autores han seffalado que, en vista de
que varios de los efectos clinicos vy bioquimicos de 1os antidepre-

sivos no son satisfactoriamente explicados por la hipotesis de las
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aminas biogénicas, es necesario postular una hipétesis mas integra-
tiva que explique tales efectos y en la que se tomen en cuenta las
sitios de accién especificos de cada fArmaco y los cambios transi-
nadpticos que éstos puedan producir y que puedan afectar a otros

sistemas de neuronas (Richelson 1984, Stahl 1984, Diaz 1988).

4., Funciones neuroendécrinas alteradas en la depresién.

Los signos clinicos observados en la depresidén sugieren que la
modulacién de la actividad neurcendécrina por el hipotAlamo debe ec-
tar afectada. En especial porque los sistemas de neurotransmisores
mas fuertemente implicados en la depresién, serotoninérgicos y nora-
drenérgicos, también tienen un papel importante en la regulacién
neuroenddécrina.

Uno de loe disturbios neuroendécrinos mejor establecidos en la
depresidn severa es una hipersecrecidon de cortisol a partir de la
corteza adrenal, que es secundario a una excesiva secrecién de adre-
nocorticotropina (ACTH) por la pituitaria. Aproximadamente la mitad
de los patientes deprimidos secretan cantidades excesivas de corti-
sol, sobre todo durante la tarde y la noche. Esta hipersecracioh es
en general resistente a la supresién por retroalimentacién con el
potente ﬁorticosteroide sintético dexametasona, el cual deprime a
la ACTH.

Otra anormalidad endécrina caracterietica en la depresién es
una respuesta entorpecida de la hormona de crecimiento y a la hipo-
glicemia producida por una dosis estdndard de insulina. La respues—

ta a la hormona de crecimiento también puede ser entorpecida por
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bloqueadores y depletores de serotonina y norepinefrina. Asi, una
amp&ia variedad de estudios han sugerido anormalidades neuroendé-
crinas en la depresién, que probablemente se derivan de una altera-
cién subyacente en el sistema dopaminérgico o los sistemas monoami-
nérgicos que regulan esta funcién hipotaldmico-pituitaria.

Aunque la supresién por dexametasona no es prueba diagnéstica,
se ha usado como un ensayo para la depresién ya que al menos el 40%
de los pacientes rigurocamente diagnosticados con depresién mues—
tran anormalidades en esta prueba. La prueba de supresién por dexa-
metasona es usada a veces conjuntamente con un electroencefalograma
durante el suefic para fines diagnésticos. Muchos pacientes deprimi-

dos muestran anormalidades en sucs patrones de suefo (Sachar 19B81a).
I11.C. ANTAGONISTAS ORGANICOS DEL CALCIO.

El estudio de los mecanismos de accién subyacentes a los efec-
tos de farmacos, drogas o toxinas de origen natural sobre diferen-
tes manitfestaciones del funcionamiento del sistema nervioso ha pro-
bado ser una buena alternativa para avanzar en el conocimiento de
la cemunicacién sindptica. Asi, los f&rmacos estructuralmente hete-
rogéneos colectivamente conocidos como "antagonistas orgéanicos de

los canales de Ca®*" que se empezaron a estudiar y a utilizar como

agentes cardiovasculares, han cobrado interés en otros campos de es-—
tudio. Esto se debe, por una parte, a que el Ca=~ participa en la

regulacién de varias funciones celulares, entre ellas la secrecién

de hormonas y la liberacién de neurotranemisores, y por otra parte,
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a que algunos antagonistas del Ca=* son potencialmente utiles en la
profilaxis de ciertos desérdenes afectivos.

Los "antagonistas orgédnicos de los canales de Ca=*", incluyen
dos grupost el de las "fenilalquilaminas antagonistas de Ca=*", in-
tegrado por el verapamil, el D-600 (metoxiverapamil) y el diltiazem,
y el grupo de las "dihidropiridinas antagonistas de Ca®+*" entre las
que se encuentran la nitrendipina, nifedipina y nimodipina (Bolger
y col. 1982, Yamamura y col. 1982) (Diagrama 4).

En los estudios que comparan los efectos del Li* con los efec-
tos del verapamil sobre pacientes maniacos se demuestra que ambos
tratamientos resultan igualmente benéficos en la profilaxis de la
mania (Dubovsky y Franks 1983, Giannini y col. 1984, Dubovsky y col.
1987, Rarton y Gitlin 1987, Hoschl y Kozeny 198%9). En este contexto,
resulta interesante que los neurolépticos del tipo de las difenilbu-
tilpiperidinas (DFEF) que incluyen al pimozide, fluspirileno, pen-—
fluridol y clopimozide inhiban la unién de SH-nitrendipina a membra-
nas de corteze cerebral de rata, y que el metoxiverapamil (D--&00)
revierta la inhibicién de la unién de SH-nitrendipina inducida por
esos neurolépticos (Gould y col. 1983). Como estos hallazgos podrian
sugerir que las DFBF se unen & los mismos citios que el verapanmil,
Gould y col. (1983) proponen que los efectos terapetticos de ese ti-
po de neurolépticos deben estar relacionados con acciones antagonis-—

tas del Ca=+*. Posteriormente a este trabajo, en varias publicaciones

peiquidtricas =e maneja la hipétesis de que el Li*, el verapamil y
los neurclépticos del tipo de las DPBF ejercen sus efectos teraped-

ticos mediante sus acciones como antagonistas del Ca=®* (Dubovsky y



- 21 -

ANTAGONISTAS ORGANICOS

DEL CALCIO

FENILALQUILAMINAS

H3CO c'n c'n, OCHy
HyCO @v%(cnzi 3= NlcH; )QQOCN'

CHICHg)

VERAPAMIL

Hy co cN CHy OCHy
] {
HyCO CLCHy )y =N (CHg ) @00";
"sco CH(CN;,z

METOXIVERAPAMIL (D-600)

CHz CHaN(CHa )2

DILTIAZEM

Diagrama 4. Estructura quimica de 1

organicos del calcio”.

DIHIDROPIRIDINAS

NO
HgCcOOC R C00-CHa-CHy
He C NN A~ CHy
L

NITRENDIPINA

NO2
Hy COOC 3 COOCHy
HyC N CHy

NIFEDIPINA
NO,
MaC
CHOOC COOICH, ) 0CHy
’
HyC I |
HaC SN “oH,
H
MIMODIPINA

os dos grupos de "antagonistas



=22~

Franks 1983, Giannini y col. 1984, Gould y col. 1983, Meltzer 198&)

La importancia terapéutica de los llamados "antagonistas orga-
nicos del Ca®*" aunada al antecedente de gue algunos de ellos se
unen con alta afinidad a las terminalec nerviosas aisladas de cere-
bro de mamifero (Carvalho y col, 198ba, 198B4b), nos llevé a carac—
terizar los efectos del verépamil, sobre la liberacién de neuro-
transmisores en sinaptosomas. En particular del GABA, por su amplia
distribucién en el cerebro, y de la dopamina, ya que hay evidencias
indirectas que sugieren que algunos componentes del sindrome mania-
co deben estar relacionados con una alteracién en esta monoamina

cerebral (FPost y col. 1980).

111. ORJETIVODS

De acuerdo a loe antecedentes antes descritos, realizamos la
caracterizacién del efecto del verapamil sobre la liberacién de GABA
y de dopamina, tomando en cuenta los siguientes objetivoe:

1) Explorar si el efecto del verapamil sobre la liberacién de estos
neurotransmisores involucra a los canalee de Ca®* sensibles a
voltaje.

2) Explorar si el efecto del verapamil sobre la liberacién de ecstos
neurctransmisores inveolucra a los canales de Na* sensibles a vol-
taje, va que el verapamil inhibe la liberacidn de GAEA estimulada
por veratrina en ausencia de Ca®* externo (Norris y col. 1983).

3) Explorar si el verapamil afecta la recaptura de dopamina, ya que
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los efectos terapéuticos de muchos antidepresivos se atribuyen a
una inhibicién de la recaptura de las aminas biogénicas por las
terminales nerviosas.

4) Explorar si el efecto del verapamil sobre la liberacién de estos
neurotransmisores estd relacionado con su posible internalizacién
a la terminal nerviosa, ya que el verapamil es liposoluble.

S) Explorar si el verapamil afecta un evento comtn al procese de la

liberacién de los neurotransmisores.

IV. MATERIALES Y METODOS

1. Obtencién de la preparacién sinaptosomal

La materia prima para obtener la preparacioén sinaptosomal se
elige de acuerdo al transmisor cuya liberacisn se pretende estudiar.
En este trabajo se estudié la liberacién de 2 transmisores marcados

radioactivamente: SH-GABA y ®H-dopamina. Como el GARA esta amplia~

mente distribuido en el cerebro de los mamiferos, se utilizé el ce-
rebro completo (sin cerebelo) de 4 ratones machos cepa CD!1 para la
purificacién de las terminales presindpticas o sinaptosomas. En en
el caso de la dopamina, a diferencia del GARA, es necesario disecar
una estructura cerebral rica eﬁ.terminales nerviosas que contengan a
ese transmisor, para posteriormente estudiar su liberacién. En vista
de que en el cuerpo estriado se concentra la mayor parte de la dopa-
mina cerebral, esta estructura se utilizé como materia prima para

aislar los sinaptosomas. Como el estriado del ratén ec muy pequeio,



-8

los sinaptosomas que se emplearon para los estudios de liberacién de
dopamina, se purificaron de los estriados de 15 ratas Wistar macho,
que pesan aproximadamente 1o mismo que 4 cerebros de ratén.

Para aislar las terminales nerviosas tanto de cerebro de ratén
come de estriado de rata, se siguio el mét?do de Hajés (1975) lige-
ramente modificado. Para purificar los sinaptosomas de cerebro de
ratén, se decapitan los ratones y se extraen sus cerebros. Fara pu-
rificar los sinaptosomas de estriado de rata se decapitan las ratas
y e les disecan los estriados. Una vez obtenidos los cerebros de
ratén o los estriados de rata, éstos se homogenizan en sacarosa (.32
M (1:9, pespivolumen). El homogenado se centrifuga a 1,500 » g du-
rante 10 minutos y el precipitado se desecha. E1 sobrenadante que re-
sulta de esta primera centrifugacién, se centrifuga a 9,000 % g du-
rante 20 minutos. El precipitado que se obtiene de esta segunda cen-
trifugacidn constituye la fraccién sinaptosomal cruda conocida como
Pa. La fraccién P, asi obtenida, se resuspende en sacarosa 0.32 M y
ce coloca sobre 20 ml de sacarosa 0.8 M para centrifugarse a 2,000 %
g durante 25 minutos. Este gradiente discontinuc se resuelve en: (I)
una banda blanca en la interfase de la sacarosa 0,32 a 0.8 M, (II)
particulas dispersas en la sclucién de sacarosa 0.8 M y (III) un pre-
cipitado. La banda II, que contiene a los sinaptosomag purificados,
se recupera y e diluye lentamente en 3 vol dmenes dé sacarosa 0.32 M.
Los sinaptosomas diluidos se concentran al centrifugar a 20,000 x g
durante 20 minutos. El1 precipitado que se obtiene contiene a los si-
naptosomas purificados y se resuspende en dextrosa 0.32 M para ser

empleado en los experimentos de liberacién de transmisores. Todo el
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procedimiento se realiza a 4°C.

2. Sicstema de Perfusiobn

Para estudiar la liberacién de los neurotransmisores a partir
de las terminales nerviosas aisladas o sinaptosomas, se utilizé un
sistema de perfusién continua. Este sistema estad constituido por va-
rias cadmaras Millipore Swinnex de 25 mm, dispuestas en paralelo que
cuentan con una base multiperforada. Sobre esta base se colocaron
filtros de 0.465 pm de tamaio de poro, con el objeto de retener a los
sinaptosomas que miden en promedio { pm. Las camaras Swinnex estan
modificadas en su parte superior de tal manera que cuentan con un
reservorio de plastico unido directamente a ellas. En estos reservo-
rios fueron vertidos los diferentes medios de perfusién que bafNaban
a la preparacién y determinaron las diferentes condiciones experi-
mentales. Por su parte inferior cada una de las camaras estd conec-
tada a una tuberia de "tygon" o de "silastic" de 0,32 mm de diametro,
que pasa a través de un "cassette" apoyado sobre los rodillos de la
bomba peristadltica (Manostat), que regula el flujo del ligquido a
través del sistema. La velocidad de flujo que se empleéd, por haber
dado buenos resultados en trabajos anteriores, fue de 0.5 ml/minuto.
Los tubos que salen por el extremo opuesto de cada "cassette", ter-
minan directamente en loe recipientes recolectores. E1 transmisor
radioactivo liberado y que es arrastrado por el Ringer de perfusién,
se colecté cada minuto.

Este cistema de varias c&maras de perfusién dispuestas en para-—

lelo, tiene la ventaja de que permite estudiar cémo se modifica la
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liberacién de los transmisores de alicuotas de la misma preparacion
sinaptosomal, cuando éstas son bafadas con medios de perfusién de
diferente composicién, por ejemplo, qQue contengan al verapamil, a
los tratamientos que despolarizan la membranma o que aumentan la per-
meabilidad a algun ién, que contengan a los neurotransmisores no

marcados o bien a los blogqueadores de su recaptura, etc.

3. Medios de Perfusioén

La liberacién basal de los transmisores, se observé empleando

un Ringer Krebs bicarbonato pH 7.4, gaseado con una mezcla de COx:Ox

(S%:95%) a 37°C. Este Ringer tenia la siguiente compesicién (en mM)s

NaCl 127, KHaPOa. 1.18, KC1 3.73, CaClz 1.8, MgSOas 1.18, NaHCO:s

20, glucosa 11.2. Con el propésito de evitar la degradacieén del GAEA
o la dopamina liberados, =e afadi¢ el inhibidor de 1a GARA-transami-—
nasa, Acido amino oxiacético (0.1 mM) o el inhibidor de la monoamino-
oxidasa, pargilina (0.1 mM), respectivamente.

Este Ringer de perfusion basico fué modificado, con la presen—
cia de verapamil y/o los tratamientos estimuladores de 1a liberacién

de transmicores (K+ alto, VTR, MN, A-23187, etc).

4, Captacieén del transmisor marcado radioactivamente
Las terminales presinéapticas cuentan con la propiedad de "recap-

turar" a los neurotransmicsores que han sido liberados al espacio si-
naptico y jlevarlos hasta su interior por medio de un sistema de
transporte activo de alta afinidad, dependiente de sodio y tempera-

tura. Esta propiedad, que es preservada en 1ps sinaptosomas, repre-
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senta la ventaja de que cuando la preparacién sinaptosomal es incu-
bada en un medio que contiene a un determinado neurotransmisor que
ha sido marcado redioactivamente, éste es captado por la preparacioén
y se hace posible seguir su liberacién o su misma captacién en dife-
rentes condiciones experimentales. AdemAs, como los sitios de captu-
ra de alta afinidad para un determinado neurotransmisor parecen es-—
tar localizados en las neuronas que normalmente sintetizan, almace-
nan y liberan a ese neurotransmisor, esta ubicacién especifica de
sitios de captura de alta afinidad dota a las terminales nerviosas
con la propiedad de poder captar selectivamente al neurotransmisor
que fisiolégicamente liberan (Fonnum y col. 1981, Wilson y col.
1975). Evidentemente, esto representa otra ventaja de la preparacidén
sinaptosomal, ya que a partir de una poblacidén heterogénea de sinap-
tosomas de cerebro completo, sélo agquéllos que cuentan con los i~
tios de captura de alta afinidad para el neurotransmisor marcado ra-
dioactivamente, que se suministra a una baja concentracién para ac-~
tiva? los sicstemas de remocién de alta afinidad, seran capaces de
captarlo y liberarlo cuando sean sometidos a las condiciones que
propician su captacién o liberacién (Levi y col. 1978, Eradford
1975). Una ve:z introducido el transmisor marcado a las terminales,
es posible estudiar su liberacidén bajo diferentes condiciones expe-
rimentales. Asi, aprovechando el mecanismo de inactivacién del
transmisor por recaptura, se "cargaron" los sinaptosomas de cerebro

de ratén o de estriado de rata con “H~GABA o con “H-dopamina respec-—

tivamente, para después estudiar la liberacién de esos neurotransmi-

sores mediante el seguimiento de la marca radioactiva.
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Para cargar los sinaptosomas con el neurotransmisor radioactivo
se procedi 6 como sigue! se tomaron alicuotas de la suspensién de si-
naptosomas en dextrosa 0.32 M y se preincubaron en el medio de cap-
tacién (Ringer estandard) durante 10 minutos a 37°C. La composicién
del Ringer de captacién fue como sigue (en mM): NaCl 127, KHzFPOs 1.18,
KC1 3.73, CaCl> 1.8, MgSO, 1.18, NaMCOs 20. Esta soclucién contenia
Acido aminooxiacético ¢.1 mM para los experimentos de liberacién de
GABA; o 0.1 mM de pargilina y O.! mg/ml de &cido ascérbico como anti-
oxidante para los experimentos de liberacidén de dopamina. Al término
de la preincubacién, se afadié la cantidad necesaria de una mezcla
de GABA marcadoc y GAERA frio (0.83 pCi, 0.5 pM) para los experimentos
de liberacién de GABA; o una mezcla de dopamina marcada y dopamina
fria (2 pCi, 0.25 pM) para los evperimentos de liberacién de dopami-
na. En estas condiciones se incubéd la preparacién durante otros 10
minutos mas a la misma temperatura con el objeto de que locs sistemas
de alta afinidad dependientes de Na* y temperatura, que estan lo-
calizados en los sinaptosomas, captaran al neurotransmisor respecti-
vo marcado radioactivamente. Una vez captado el neurotransmisor se
procedié a ecstudiar su liberacidén bajo diferentes condiciones esxpe-

rimentales.

S. Liberacién de! Neurotransmisor

Para estudiar la liberacién de H-GABRA y de *H-dopamina se si-
guid el método de perfusién continua descrito previamente en Tapia y
Sitges (1982). Asi, al finalizar la incubacidén, se depositaron ali-

cuotas de aproximadamente 250 pg de proteina sinaptosomal cargadas
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con el neurotransmisor radicactivo sobre los filtros microporoscs de
0. 465 pm. Para eliminar la radioactividad que no habia sido incorpo-
rada a la preparacién, se procedid a realizar un lavado al hacer pa-
sar la solucién de Ringer que fue empleada para la per#usibn inicial
a un flujo rapido (1 ml/minuto) durante 10 o 12 min, con ayuda de la
bomba peristdltica. Después de este tiempo de lavado, se procedid a
colectar cada minuto el perfusado proveniente de cada céamara, duran-—
te 6 minutos. Al cabo de este tiempo el medio de perfusién fué reem—
plazado por el mismo medic de perfusién (control) o por éste en pre-
sencia de la variable molecular de prueba. La perfusién después del
cambio e continué durante cuando menos 8 minutos mas.

Una vez concluida la perfusién de la preparacion con los dife-
rentes medios y para la deteccién del transmisor radiocactivo libera-
do, ce aXadieron 5 ml del liquido de centelleo, tritosol (Fricke
1975) a cada una de las fracciones recolectadas. La radioactividad
contenida en las fracciones recolectadas cada minuto, asi como la
contenida en los sinaptosomas retenidos en cada uno de log filtros,
fue cuantificada en un contador Reckman de centelleo liquido.

Come el cistema de perfusién cuenta con varias camaras dispues-
tas en paralelo, los efectos de los diferentes tratamientos gque esti-
mulan la liberacién de transmisores al despolarizar la membrana sinap-
tosomal o bien al incrementar la permeabilidad a algin ién en ausen-—

cia y en presencia de Ca®* externo, asi como los efectos del verapamil,
de los newotransmisores no marcados o bien de los blogueadores de su
recaptura sobre la liberacién de “H-GABA o de SH-dopamina, se pueden

comparar en alicuoctas de una misma preparacion sinaptosomal.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del verapamil sobre la liberacién de GABA inducida por despo-

larizacién con K* alto en ausencia y presencia de Ca=* externo

De acuerdo con la hipétesis del Ca®*, cuando las terminales son
despolarizadas, 1os canales de Ca®™* sensibles a voltaje se activan y
dan acceso al Ca®+* euxtracelular, el cual de acuerdo a su gradiente
electroquimico, aumenta transitoriamente la concentracién intrater-
minal de Ca®* que precede a la liberacién del neurotransmisor. Asi,
si el verapamil inhibiera la liberacioén de los neurotransmicsores me-
diante sus efectos antagénicos sobre los canales de Ca=*, esperaria-
mos que inhibiera la liberacién dependiente de Ca=* externo estimula-
da por despolarizacién con K* alto. La figura 1 muestra que la libe-
racién de GRBA inducida por K* alto presenta un componente indepen-—
diente y un componente dependiente de Ca®™* externo (Sitges 198%b).

El verapamil (20 pM) inhibe ambos componentes de la liberacidén de
GARA inducida por K* alto. Como el verapamil no inhibié selectiva-
mente la liberacién dependiente de Ca®* inducida por K* alto, sino
que también inhibid la respuesta que el K* alto induce en ausencia

de Ca=* externo, es dificil suponer que los efectos del verapamil so-
bre la liberacién de GABA ecstén relacionados con un b;oqueo de los

canales de Ca=* sensibles a voltaje.
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Fig 1. Efecto del verapamil sobre la liberacién de GABA inducida por despo-
larizacién con K* alto en ausencia y en presencia de Ca®* externo. Los
sinaptosomas purificados a partir de cerebro completo de ratén fueron incu-
bados a 3I7°C durante 10 minutos con ®*H-GABA (concentracioén final 0.83 pCis
0.5 M) y perfundidos con un medio con o sin Ca®*, como se indica en las
barras horizontales, en ause;cia (@ o en presencia (0) de verapamil 20 pM.
A partir del minuto 7, los sinaptosomas fueron expuestos a un medio con una
concentracién alta de K* (37.3 mM) sin Ca®+*, Del minuto 14 al 19, el Ca=*
estaba presente en el medio de perfusién con K* alto. Los datos son la me-
dia * los errores estAndard de 3 erxperimentos independientes. Las diferen-
cias entre la respuesta independiente de Ca®* inducida por K* alto en au-
sencia y en presencia de verapamil fueron significativas (p € 0.0%). Las di-
ferencias entre la liberacioén de >H-GABA dependiente de Ca=+* inducida por
K* alto en presencia y en ausencia de verapamil fueron significativas (p &
0.,0005). El1 porcentaje de ®H-GAEA liberado, para esta y las siguientes fi-

guras, se calculé como porciento liberado por minuto de la radioactividad

tntal.
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Efecto del verapamil sobre la liberacién de GABA inducida con vera-

trina en ausencia y presencia de Ca®+* externo

Ciertos alcaloides esteroidales neurotéxicos de origen natural
como la veratrina, también nos permiten despolarizar a las termina-
les presinapticas y estimular la liberacién de los neurotransmisores
res. En sinaptosomas, la veratrina aumenta la permeabilidad al Na*
(Krueger y Blaustein 1980, Sitges y col. 1987) y tiene la ventaja de
que estimula la liberacién de transmisores en ausencia de Ca®* exter-
no (Adam~-Vizi y Ligeti 1984, Sitges y col., 1987), lo cual nos permi-
te eliminar la participacién de los mecanismos que inducen la libe-
racién de transmisores tras la entrada de Ca®* a través de los ca-
nalecs de Ca=* sencibles a voltaje. La figura 2 muestra gque el vera-
pamil inhibe la liberacién de SH-GARA estimulada con veratrina tan-
to en presencia como en ausencia de CaT* externo. Estos datos po-
drian sugerir que la interaccién del verapamil con la membrana si-
naptosomal, modifica el comportamiento de los canales de Na* a los
que se une la veratrina o modifica algin acontecimiento molecul ar
desencadenado por la veratrina, pero dificilmente podrian sugerir
un efecto antagonista sobre los canales de Ca®*, ya que en ausen-
cia de Ca=* externo se elimina la liberacién inducida por la entra-
da de este idn a través de los canales de Qa”. En este contexto es
interesante mencionar que en células aisladas de 1a "parte interme-
dia" del cerebro de la rata,.el verapamil, el D-4600 y la nifedipina,

reducen la amplitud de las espigas de Na* y tienen poco efecto szo-
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Fig 2. Efecto del verapamil sobre la liberacidn de GAEA inducida
con veratrina en ausencia y en presencia de Ca=2+* externo. Los sinap-
tosomas purificados a partir de cerebro de ratén fueron incubadps a
37°C por 10 minuteos con SH-GABA y perfundidos en presencia de Ca=*
(@ en A), en ausencia de Ca2* (@ en B)} en presencia de CaZ* y ve-
rapamil 20 pM (0 en A) o en ausencia de Ca2* y presencia de verapa-—
mil 20 pM (O en B). Del minuto 7 al 12 el medio de perfusién conte-
nia veratrina en una concentracidn de 20 pg/ml, como lo indica la
barra horizontal. Los datos son la media * los errores estandard de

-

3 experimentos independientes.

2 6 10  mn 2 6 10 min
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bre los canales de Ca®* sensibles a voltaje (Douglas y Taraskevich

1982).

Efecto del verapamil sobre la liberacién de GAEA dependiente de Ca=*

inducida por el ionéforo de Ca=*, A-23187

Ya que los datos antericres sugieren que el verapamil no actla
a través de un bloqueo directo de los canales de Ca®*, y si tomamos
en cuenta que el verapamil es liposoluble, sus efectns sobre la libe-
racién de GABRA podrian estar relacionados con una inhibicién de los
movimientos internos del Ca®* o de su unién a algin sitio intrater-
minal. Con la intencidn de explorar esta hipétesis, decidimos estu-
diar el efecto del verapamil socbre la liberacién de GABA estimulada
con A-23187. Este ionéforo, forma un complejo con el Ca®* externo y
permite su paso a través de la membrana plasmitica. Asi, el A-23187
aumenta artificialmente 1a permeabilidad al Ca=®* pero no involucra a
los canales de Ca®*. En consecuencia, si el verapamil inhibiera la
liberacién antagonizando los acontecimientos que desencadena el Ca=*
tras su internalizacidén, esperariamos que el verapamil inhibiera la
liberacidén del transmisor inducida con A-23187. La figura 3 muestra
que la liberacién de GARA inducida por A-23187 (S pM), que es total-
mente dependiente de CaT* externo, no es inhibida en presencia de
verapamil. Este resultado sugiere que los efectos del verapamil so-—
bre la liberacién de GABA antes observados (Fig ily 2) no estéan re-

lacionados con un antagonismo por verapamil del Ca2+* intracelular.
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Fig 3. Efecto del verapamil sobre la liberacién de 3H-GABA depen-
diente de Ca®* inducida por el ionéforo de Ca=*, A-23187. Los si-
naptosomas puros de cerebro de ratén fueron cargados con SH-GAEA
y perfundidos con un Ringer con o sin Ca=*, como se indica en

las barras horizontales, y en ausencia (@ o en presencia de ve-
rapamil 20 pM (0). E1 A-23187 (5 pM) estaba presente en el medioc
de perfusién a partir del minuto 7. Los datos son la media * los
errores estidndard de I experimentos independientes. Las diferen-—
cias entre la respuesta inducida por el A-23187 en ausencia (@) vy

en presencia de verapamil 20 pM (0) no fueron significativas.
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Efecto del verapamil scbre la liberacién de GAPA independiente de

Ca2+ {nducida con el ionéforo de Na*, monensina

Con el propssito de seguir explorande la posibilidad de que las
acciones del verapamil sobre la liberacién de GABA estuvieran rela-—
cionadas con efectos intraterminales, tras su internalizacién a la
terminal presindptica, también se estudié el efecto del verapamil
sobre la liberacién de GAEA ecstimulada con el ionéforo de Na* monen-—
eina. La figura 4 muestra que el verapamil no modifica la liberacién
de GAEBA independiente de Ca®* externo estimulada con monensina.
Aunque se ha demostrado que tanto la monensina como ia veratrina in-
crementan la permeabilidad al Na* en sinaptosomas (Sitges y col.
1987), estimulan la liberacidn de GAEA en ausencia de Ca®* externo vy
ambas requieren de la presencia de Na* externoc (Sitges 1989a) el
verapamil sélo inhibe la liberacién inducida por veratrina (Fig 2)
mientras que no altera la inducida por monensina (Fig 4). A diferen-—
cia de la veratrina, la monensina no estimula la libersuioén de GARA,
mediante su interaccién con los canales de Na* sensibles a voltaje
de las terminales nerviosas, pues es un ionéforo de Na* y por 1o tan-
te lo internaliza en forma de complejo. Ademds, la liberacién de GA-
RA inducida por monensina no se bloquea con tetrodotoxina (Sitges
198%a). La comparacién del efecto del verapamil sobre la liberacién
de GARA inducida por veratrina y por monensina, nos permite sugerir
que el efecteo inhibitorio del verapamil sobre la respuesta a veratri-
na, no estd relacionado con una eccién intraterminal desencadenada

posteriormente a la entrada de Na*, siempre y cuando, el Na* trans-
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Fig 4. Efecto del verapamil sobre la liberacién de ®H-GAEBA inde-
pendiente de CaZ* estimulada con el jonéforo de Na* monensina.
lLos sinaptosomas puros de cerebro de ratén previamente,incubados
con GABRA radioactivo, se perfundieron con un Ringer libre de Ca=~
en ausencia (@) y en presencia (0) de verapamil 20 pM. A partir
del minuto 7, el Ringer de perfusién también contenia monensina
10 yM. Los valores son la media * los errores estdndard de 7 ex-

perimentos independientes.
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portado por la veratrina y la monensina hacia el citoplasma sea in-
ternalizado y distribuido en la misma proporcién.

Una interaccién inespecifica del verapamil con los canales de
Na* sensibles a voltaje, también podria explicar el efecto inhibito-
rio del verapamil sobre la liberacién de GABA inducida con veratrina.
Sin embargo, el verapamil también inhibe la respuesta a K* alto,
que no estd mediada por los canales de Na* sensibles a voltaje, ya
que la liberacién de GAEA inducida por K* alto no se altera con te-
trodotoxina (datos no mostrados). No obstante estos resultados hacen
dificil proponer una accién inespecifica del verapamil sobre los ca-
nales de Na*, como explicacién a sus efectos sobre la liberacién de
transmisores, las evidencias hasta aqui presentadas, hacen mas difi-
cil proponer que el verapamil afecta 1a liberacién de GABA mediante

un blogueo directo de los tanales de Ca<* sensibles a voltaje.

Efecto del verapamil sobre la radioactividad total ‘**’ de dopamina

Con objeto de ampliar la caracterizacién del efecto del verapa-
mil sobre la liberacién de otros neurotransmisores, decidimos estu-
diar el efecto de este antagonista del Ca®* sobre la liberacidén de
dopamina estimulada con veratrina, ya que Levi y col. (19807, encon-

traron que la veratrina aumenta la liberacién de neurotransmisores

radiocactividad total (SH-GABA total o SH-dopamina total) es la
radicactividad retenida por los sinaptosomas incubados con el trans-—

misor tritiado después del periodo de lavado.



aminodcidos como el GAEA, en ausencia de Ca®* externo, pero requiere

de la presencia de Ca=* externo para estimular la liberacién de do-
pamina. Sin embargo, encontramos que antes de estimular la libera-
cién de SH-dopamina con veratrina, la presencia del verapamil (20 pM)
en el medio de lavado ya habia disminuido 50% la cantidad de ®H-do-
pamina contenida en los sinaptosomas. Contrariamente, el SH-GABA con-
tenido en los sinaptosomas expuestos al verapamil durante el periodo
de lavado, nunca habia recsultado significativamente diferente al SH-
GABA contenido en los sinaptosomas control. Estos datos se ilustran
en la figura S, que muestra que la radiocactividad total contenida en
los sinaptosomas control y en los expuestos al verapamil no es signi-
ficativamente diferente en el caso de los sinaptosomas cargados con
SH-GABA, mientras que la radiocactividad total de ®H-dopamina diemi-
nuyd aproximadamente un S0% en los sinaptosomas expuestos al verapa-
mil.

Como los efectos terapeuticos de muchos antidepresivos se atri-
buyen a la inhibicién de la recaptura de las aminas biogénicas por
las terminales nerviosas, comparamos la *H-dopamina total de los
sinaptosomas lavades con el bloqueador especifico de la recaptura de
dopamina, bupropion, ton la ®H-dopamina total de los sinaptosomas
lavados con verapamil (utilizamos una concentracién final de bupro-
pion 0.1 mM pnrqﬁe aunque es el Unico inhibidor especifico de la re-
captura de dopamina, es poco potente (Richelson y Pfenning 1984).

En l1a figura & se muestra que el bupropion disminuye la SH-dopamina

total en un 26%, y el verapamil en un S5%.
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,,,,, Fig 5. Efecto del verapamil sobre la liberacisn de dopamina. Los sinaptosomas
v purificados a partir de cerebro completo de ratén, o de cuerpo estriado de ra-
“ ta, fueron incubados durante 10 minutos a 37°C en presencia de “H-GABRA (0.83
;pCi;O.S pM) o de SH-dopamina (2 pCis2pM), respectivamente. Las barras blancas
.representan la radicactividad total de los sinaptocomas control que se expresa
~como 100%, y las barras negras representan la radioactividad total, expresada
- como porciento del control, de los sinaptosomas expuecstos a verapamil 20 pM.
“Los sinaptosomas incubados con "H-GABA © con SH-dopamina respectivamente, se
perfundieron en ausencia (control) o en presencia de verapamil durante el pe-~
n?riodo de lavado. La diferencia entre la radioactividad total de los sinaptoso-
mas incubados con TH-GARA y perfundidos en ausencia y presencia de verapamil
no fue significativa (p€0.28). En cambio, la diferencia entre la radioactivi-
dad total de los sinaptosomas incubados con PH-dopamina y perfundidos en ausen-
cia o en presencia de verapamil i fue significativa (p{ G.0001). Los resulta-

dos son la media % los errores estandard de 10 determinaciones independientes

para H-GABA y S determinaciones para ®H-dopamina.
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Fig &. Efecto del verapamil y del bupropion sobre la ®H-dopamina
total durante el periodo de lavado. Los sinaptosomas puros del
estriado de rata fueron incubados a 37°C durante 10 minutoe con
SH-dopamina y perfundidos en ausencia (control) o en presencia

de bupropion 100 pM o de verapamil 20 pM, durante el periodo de
lavado, comoc se indica en la figura 8. La diferencia entre la SH-
dopamina total de los sinaptosomas perfundidos en ausencia y en
presencia de bupropion fue significativa (p€ 0,001) y la diferen—
cia entre la SH-dopamina total de los sinaptosomas perfundidos en
ausencia y en presencia de verapamil también fue significativa.
lLos resultados son la media * los errores estandard de por lo me-

nos § determinaciones independientes.
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También comparamos el SH-GAPRA total de los sinaptosomas lava-
dos con el blogueador especifico de la recaptura de GABA, el 2,4
diaminobutirato (DAEA) con el SH-GARA total de los sinaptosomas la-
vadoes con verapamil., La figura 7 muestra que la presencia de DABA en
el lavado, disminuyé en un 26% al 3H-GARA total y gue la presencia
de verapamil no lo modificé significativamente.

Estos resultados podrian sugerir que el verapamil es un inhibi-
dor eficaz de la recaptura de dopamina, peroc también podrian deberse
a un efecto estimulatorio de la liberacién de dopamina en respuesta

al verapamil.

Efecto del verapamil sobre la liberacién basal de ®H-GREA y de

SH-dopamina de sinaptosomas de estriado

Los resultados de los efectos del verapamil sobre la liberacién
de GABA antes presentados se obtuvieron en sinaptosomas de cerebro
completo de ratén. Sin embargoe en los estudios en los que se midié
la radiocactividad total de ®H-dopamina en presencia de verapamil vy
de bupropion (Fige S y &) se utilizaron sinaptosomas de estriado de
rata. Como el verapamil no medificéd ni la radicactividad total ni la
liberacién de ®H-GABA en los sinaptosomas de cerebro completo de ra;
tén, decidimes estudiar el efecto del verapamil sobre la liberacién
basal de ®*H-GABA y de SH-dopamina, de alicuotas de la misma prepara-
cién sinaptosomal, ya que el estriado también contiene terminales ga-
baérgicas, que permiten estudiar la liberaciéon de SH-GAERA en sinap-

tosomas purificados a partir de esta estructura. La figura B muestra
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Fig 7. Efecto del DAEBA y del verapamil sobre el JH-GABA total
durante el periodoc de lavado. Los sinaptosomas purificados a
partir de cerebro de ratdén fueron incubados con ®H-GABA y p;r—
fundidos en ausencia (control) o en presencia de DABA 100 pM o©
de verapamil 20 pM, durante el periodo de lavado. La diferen-
cia entre el ®H-GABA total de los sinaptosomas perfundidos

en ausencia y en presencia de DABA fue significativa (p¢
0.001), mientras que la diferencia entre el ®H-GABA total de
los sinaptosomas perfundidos en ausencia o en presencia de ve-
rapamil no fue significativa (p€0.28). Los resultados son la
media * los errores estadndard de por lo menns 9 determinacio-

nes independientes.
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Fig 8. Efecto del verapamil sobre la liberacién basal de SH~-GRAEA y
de JH-dopamina de sinaptosomas del estriado. Los sinaptosomas de
estriado de rata fueron incubados durante 10 minutos a 37°C, en
presencia de "H-GABA o de “H-~dopamina respectivamente, y perfundi-~
dos con un Ringer de composicion normal. Decspués de 7 minutos de
una liberacién basal estable, los sinaptosomas cargados con dopa-
mina (0) o con GAEA (@) fueron expuestos a un Ringer normal gque
contenia verapamil a una concentracidn de 20 pM, Los resultados son

la media * los errores estandard de 4 experimentos independientes,
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que, en sinaptosomas purificados de estriado de rata, el verapamil
no afecta la liberacién basal de "H-GARA mientras que aumenta consi-

derablemente la liberacién basal de SH-dopamina.

Efecto del DABA y del bupropion sobre la liberacién basal de GAEA

y de dopamina

Como el blogueador selective de la recaptura de GABA, el DAEA,
aumenta la liberacién basal de SH-GABA de sinaptosomas de cerebro de
ratén y el blogqueador selectivo de la recaptura de dopamina, el bu-
ropion, aumenta la liberacién basal de SH-dopamina de sinaptosomas
de estriado de rata (Fig 9), el hallazgo de que el verapamil aumenta
la liberacién basal de dopamina, podria también sugerir que el vera-
pamil estuviera inhibiendo la recaptura de esta monoamina cerebral.
En consecuencia era necesario encontrar una estrategia para distin-
guir entre los efectos mediados por estimulacién de la liberacion del

neurotransmisor y los mediados por inhibicién de su recaptura.
Homointercambio de aminodcidos transmisores

El fenémenoc de homointercambio descrito exclusivamente para
aminoAcidos transmisores, consiste en estimular la liberacion del
neurotransmisor radioactivo previamente éaptado por la preparacién,
con un exceso del misme transmicsor no radiocactivo. Este fendmeno se
dice que ecstd mediado por el acarreador que recaptura al aminoacido

transmisor ya que se blogquea en presencia de inhibidores selectivos
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Fig 9. Efecto del DARA y del bupropion sobre la liberacién basal de
3H-GABA y de SH-dopamina. Los sinaptosomas purificados a partir de
cerebro de ratén o del estriado de rata fueron incubados durante 10
minutos a 37°C en presencia de *H-GABA o de JH-dopamina respectiva-
mente, y perfundidos con un Ringer normal. A partir del minute 7,

el Ringer contenia ademds DABA 100 pM (en A) o bupropion 100 pM (en
B). Los resultados son la media * los errores estandard de 3 deter~

minaciones independientes en A y de 6 determinaciones en B.
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de su recaptura (Levi y col. 1976, Levi y Raiteri 1978), La figura
10 muestra el incremento en la liberacién del SH-GABA previamente
captado por los sinaptosomas de cerebro de ratén, cuando éstos son
expuestos a un exceso de GARA frio (10 pM). En la figura 10, también
se ilustra que la presencia del bloqueador selectivo de la recaptura
de GABA, el DARA, impide la estimulacién de la liberacién inducida

por homointercambio.

Homointercambic de dopamina

Comp la liberacién de GABRA no mediada por homointercambio, es
decir, la estimulada con K* alto o con veratridina, no es inhibida en
presencia de DABA (Levi y col. 1976), el homeintercambio pedria re-
presentar una buena estrategia para explorar si un aumento en la li-
beracién de un neurotransmisor estd o no mediado por una inhibicién
de su recaptura. Aungue el fenémeno de homointercambio no ha sido
estudiado en el caso de las aminas biogénicas neurotransmisoras, es
evidente que éstas son captadas por las terminales nerviosas
(Richelson y Pfenning 1984).

Con el propésito de encontrar una manera de distinguir =i el
efecto del verapamil scbre la liberacién basal de SH-dopamina, esta-
ba relacionado con una inhibicién de su recaptura o con una estimu-
lacién de su liberacién, empezamoes por probar si el fenémeno de ho-
mointercambio también se manifestaba con esta amina biogénica. Sor-

presivamente, la presencia de dopamina fria 10 pM, estimuld notable-
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Fig 10. Efecto del DARA sobre la liberacioén de “H-GABA estimulada
por homointercambio con GABA frio. Los sinaptosomas de cerebro de
ratén fueron incubados con ®H-GABA y perfundidos con un Ringer
libre de Ca=*, que contenia EGTA 100 pM, en ausencia (@) o en pre-
sencia (0) de DAEBA 100 pM. Del minuto 7 al 14, el Ringer de per-—
fusién también contenia GABA frio 10 pM. Los resultados son la

media * los errores estandard de 4 experimentos independientes.
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mente la salida de la dopamina radinactiva previamente taptada.por
la preparacién (Fig 11),

En sinaptosomas de cobayo Sihra y Nicholls (1987), encontraron
que cuando los sinaptosomas son incubados con el transmisor radioac—~
tivo por periodos largos, mayores a 60 minutos, la liberacién de 24C-
GABA estimulada con K* alto aumenta su dependencia por el Ca=* exter-
no. En sinaptosomas incubados por pericdos cortos, de S minutos, di-~
chos autores encontraron que la liberacién de 34C-GABA estimulada
con K* alto era independiente de la presencia de Ca®* externo. Con
base en estos resultados concluyen que el **C~GABA liberado de manera
dependiente de Ca®*, proviene de la poza vesiculada y el que no re-
quiere de Ca®* externn, proviene de una poza citosélica, gque a tiem-
pos cortos no llega a eguilibrarse con 1a poza vesiculada., También
proponen que la liberacién independiente de Ca®* en respuesta a des-
polarizaciones, prolongadas occurre por una reversion del acarreador
de GARA. Como la dopamina ez un neurotransmizor que se encuentra en
vesiculas, decidimps estudiar si la incubacién prolongada de los si-
naptosomas del estriado de rata con dopamina tritiada, modificaba la
liberacion de SH-dopamina estimulada por dopamina fria 10 pM. La
figura 12 muestra gue la liberacidén de “H-dopaminsa inducida por do-
pamina fria es ligeramente menor en los sinaptosomas incubados du-
rante 60 minutos gue en loes incubados durante 10 minutos.

Como el inhibidor de la recaptura de GABA, el DAEA, inhibe el
homointercambioc de GABA (Fig 10), decidimos estudiar si el bloquea-
dor de la recaptura de dopamina, bupropion, inhibia la liberacidn de

SH~dopamina inducida por dopamina fria de sinaptosomas incubados du-
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Fig 11. Homointercambio de dopamina. Los sinaptosomas purificados a
partir del estriado de rata fueron incubados a 37°C durante 10 minu-
tos con SH-dopamina y perfundidos con un Ringer nérmal. A partir del
minuto 7, el Ringer de perfusidn también contenia dopamina fria 10

pM. Los resultados son la media * los errores estidndard de 5 experi-
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Fig 12. Efecto del bupropion sobre la liberacién de “H-dopamina estimulada

por homointercambio con dopamina fria. Los sinaptosomas del estriado de rata

fueron incubados con ®"H-dopamina a 37°C durante 10 minutos (A) o durante &0

, minutos (R) y perfundidos con un Ringer normal en ausencia (@) o en presen-—

cia (0) de bupropion 100 pM. Del minute 7 al 14 el Ringer de perfusién tam-

bién contenia dopamina fria 10 pM. Las diferencias entre la “H-dopamina li-

berada por homointercambio con dopamina fria en los 2 tiempos de incubacién

fueron significativas (p<£0.05 en los minutos del 11 al 14);

de la misma

forma, las diferencias entre la inhibicién con bupropion de la respuesta de

SH~dopamina estimulada por homointercambio en los 2 tiempos de incubacién

fueron significativas (p€ 0.05 en los minutos del 9 al 13). Los resultados

son la media #*

los errores estandard de 2 determinaciones independientes.
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rante 10 y 60 minutos. La figura 12 muestra que el bupropion es
igualmente efectivo para inhibir el homointercambio de dopamina en
los sinaptosomas incubados durante 10 y 60 minutos.

Asi como el inhibidor de la recaptura de GABA, el DABRA, inhibe
el homointercambio de GABA, el bloqueador de la recaptura de dopami-
na, bupropion, inhibié el homointercambio de dopamina. Se ha pro-
puesto que el fenémeno de homointercambioc estd mediado por el aca-
rreador que fisiolégicamente inactiva al newotransmicor al recaptu-
rarlo de la hendidura sindptica. S5i ecsto es asi, esperariamos que
aquellos farmacos que actlan bloqueando selectivamente la recaptura

de un neurotransmisor, inhibieran su homointercambio.

El verapamil no inhibe el homointercambioc de dopamina

Fara probar si el verapamil estimulaba la liberacién basal de

SH-dopamina a travéz de un blogueo de su recaptura, como lo hace

el bupropion, estudiamos el efecto del bupropion v del verapamil so-
bre la liberacién de SH-dopamina estimulada por homointercambio con
dopamina fria. Estimulamos primero la liberacién basal de *H-dopamina
con bupropion o con verapamil y sobre esta liberacién probamos la
estimulacién con dopamina fria. De esta forma tratamos de dieminuir
la pérdida de radicactividad causada por el bupropion y el verapamil
cuando son afadidos desde el lavado. La figura 13 muestra que el bu-
propion inhibe la liberacién inducida por homointercambio con 10 pM
de dopamina fria. No obstante, ecste inhibidor cselectivo de la recap—

tura de dopamina, incrementa por i mismo la radioactividad liberada
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\_Fig 13. Efecto del verapamil y del bupropion sobre la liberacién de ®H-dopa-
-mina estimul ada por homointercambio con dopamina fria. Los sinaptosomas del
‘estriado de rata fueron incubados con ®H-dopamina durante &0 minutos a 37°C

"y perfundidos con un Ringer normal. A partir del minuto 7 el Ringer normal (A,
control) fue sustituide por un Ringer normal que contenia bupropion 300 pM o
“por un Ringer normal que contenia verapamil 20 pM (C). Del minuto 13 al 19 ca-
da medio también contenia dopamina fria 10 pM. Los resultados son la media *

los errores estdndard de 3 experimentos independientes por duplicado.
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(Fig 13B). En contraste, la liberacién de ®H-dopamina inducida por

homointercambio con dopamina fria, se sobrepone al incremento en la
liberacioén de SH-dopamina en respuesta al verapamil (Fig 13C). Estos
datos sugieren que, a diferencia del bupropion, el verapamil no es-—
timula la liberacién basal de SH-dopamina mediante la inhibicién de

la recaptura del transmisor.

Efecto del verapamil sobre la liberacién de SH-dopamina estimulada

con veratrina

Con el fin de seguir caracterizando el efecto del verapamil so-
bre la liberacién de SH-dopamina y en vista de que el verapamil
afectd de forma diferente la liberacién basal de “H-GABA y de 3H-do-
pamina (Fig 8), decidimos probar el efectoc de este antagonista de
calcio sobre la liberacién de H-dopamina y de ®H-GABRA, estimuladas
con veratrina en sinaptosomas de estriado de rata, ya que el verapa-
mil inhibié la liberacién de “H-GABA estimul ada con veratrina en si-
naptosomas de cerebro de ratén, cuando se aWadié desde el lavado. En
la figura 14 se muestra el efecto opueste del verapamil sobre la li-
beracién de “H-dopamina y de SH-GABA estimulada con veratrina en si-
naptosomas del estriado de rata. Aunque el verapamil afadido desde
el lavado es un poco mas efectivo para inhibir la liberacién de GABA
(comparar Fig 2A con Fig 14B), el verapamil afadido simultaneamente
con la veratrina también inhibe significativamente 1a liberacién de
SH-GABA, mientras que estimula considerablemente la liberacién de =H-

dopamina en respuesta a veratrina.
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Fig 14, Efecto del verapamil sobre la liberacién de “H-dopamina y de
SH-GABA estimuladas con veratrina. Los sinaptosomas del estriado de
rata fueron incubados durante 10 minutos a J7°C con PH-dopamina (A)
o con ®*H-GAERA (B) y perfundidos con un Ringer normal. A partir del
minuto 7, el Ringer también contenia veratrina 20 pg/ml (@ o bien
la misma dosis de veratrina mas verapamil 20 pm (0). Los resultados
son la media * los errores estandard de 4 experimentos independien-

tes en A y de 3 experimentos independientes por duplicado en B.
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Como se ha evidenciado en los resultados de las figuras 5, B y
14, el verapamil tiene efectos opuestos sobre la liberacién basal y
estimulada de SH-GABA y de ®*H-dopamina. Estos efectos opuestos po-
drian explicarse si el verapamil estuviera afectando la liberacién
de ambos neurotransmisores a través de mecanismos diferentes. Con el
propésito de estudiar esta posibilidad, realizamos una curva de in-
hibicidn de la liberacién de GABA en respuesta a la estimulacidn
con veratrina, por concentraciones crecientes de verapamil, y una
curva del efecto de concentraciones trecientes de verapamil sabre la

liberacién basal de SH-dopamina.

Inhibicién por verapamil de la liberacién de GABRA estimulada con

veratrina

En la figura 15 se muestra la curva de inhibicién por verapamil

de la liberaci&n de ®H-GABA en respuecta a veratrina. En esta curva
encontramos que la concentracidén de verapamil que causa el S0% de
iphibicién de la liberacien de ®H~GABA inducida con veratrina es 25
M, este valor es similar al valor ICeo (22pM) reportadc por Carvalho

y col. (1986b), para la liberacién de GARBA inducida por potasio alto

en sinaptosomas.
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Fig 15. Curva de inhibicién por verapamil de la respuesta de SH-GABA
a veratrina. Los sinaptosomas purificados de cerebro completo de ra-
tén fueron incubados durante 10 minutos a 37°C con ®*H-GAEA y perfun-—
didos con un Ringer normal que contenia verapamil en dosis de &, 15,
30 y S0 pM respectivamente. Durante los dltimos 8 minutos de perfu-—
sién, el Ringer contenia ademds veratridina 20 pM. Los puntos en la
curva representan el porciento de “H-GABA liberado con cada concen-—
tracién de verapamil, menos su liberacién basal. El valor ICeo en-
contrado para esta curva fue de 25 pM. Los resultados son la media *

los errores estandard de 4 experimentos independientes.
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El verapamil estimula la liberacién basal de dopamina de manera de-

pendiente de la dosis

En la figura 16 se muestra la curva dosis-respuesta del efecto

del verapamil sobre la liberacién basal de SH-dopamina. En esta cur-

va encontramns que la concentracién de verapamil que estimula en un
50% la liberacidén basal de ®*H-dopamina es de 4.5 pM, este valor es
diferente a la dosis efectiva media (25 pM) encontrada para la inhi-
bicién por verapamil de la liberacién de GABRA estimulada con veratri-
na, lo cual sugiere que el verapamil afecta la liberacion de GABA y
de dopamina a través de mecanismos diferentes, ademds, los efectos
opuestos del verapamil sobre la liberacidén basal y estimulada de do-
pamina y de GABA, sugieren diferencias en los mecanismos subyacentes
a la liberacién de las aminas biogénicas y de los aminoAcidos trans-

misores.
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Fig 16. Curva dosie-respuesta del efecto del verapamil sobre la liberacién ba-
_sal de 3H-dopamina. Los sinaptosomas del estriado de rata fueron incubados
durante 10 minutos a 3I7°C con SH-dopamina y perfundidos con un Ringer normal.
“Durante loc tltimos 8 minutos de perfusidén, el Ringer contenia verapamil a do-
sic de 0.37%, 1.25, 3.785, 7.5, 12.5 y 37.5 pM respectivamente. Los puntos en
T1la curva reprecsentan el porciento de ®H-dopamina liberada con cada concen-—
tracién de verapamil, menos su liberacién basal. El valor ECwe encontrado pa-
ra esta curva fue de 4.5 pM. Los recultados son la media * los errores estan-
—~dard de 3 experimentos independientes.
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VI. CONCLUSIDNES.

Los resultados de los efectos del verapamil sobre la liberacion
de transmisores en sinaptosomas presentados en este estudio, no se
ajustan a los esperados de un blogqueador de los canales de Ca®" sen-
sibles a voltaje. La inhibicién por verapamil de la liberacién de
GAEA independiente de calcio que induce la veratrina, podria suge-
rir que la interaccién del verapamil con la membrana sinaptosomal,
modifica el comportamiento de los canales de Ma® a los que se une la
veratrina o meodifica algin evento molecular desencadenado por la
veratrina pero, como en aucencia de Ca®+ externo se elimina la libe-
racién inducida por la entrada del Ca=+ a través de los canales de
Ca=*, dificilmente podria sugerir un bloqueo de los canales de CaZ*
sensibles a voltaje.

También es dificil proponer que el efecto inhibitorio del ve-
rapamil sobre la liberacién de BGABA inducida con veratrina, este
mediado por una interaccién inespecifica del verapamil sobre los ca-
nales de Na* sensibles a voltaje, debido a gue el verapamil también
inhibe la liberacién de GABA en respuesta a K* alteo, la cual no es-
ta4 mediada por los canales de Na* sensibles a voltaje, ya que no
es sencsible a tetrodotoxina,

Otro argumento en contra de gue el efecto del verapamil sobre
la liberacién estimulada de GABA se deba al bloqueo de los canales

de calcio sensibles a voltaje, es que el verapamil, ademds de inhi-
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bir la liberacidn de H-GABA dependiente de Ca®* inducida por K- al-

to, también inhibe la respuesta que e#]1 K* alto induce en ausencia
de Ca®™* externo.

Aunque la dosis efectiva media de verapamil necesaria para in-
hibir la liberacién de GAEA estimulada por K* alto, que reportan
Carvalhe y col. (1986b) es de 22 pM, valor muy similar al encontra-
do por nosotros para inhibir la liberacién de GARA estimulada por
veratridina (25 pM), las concentraciones de verapamil que bloguean
la captura de 4®Ca®* en sinaptosomas (Norris y col. 1983), estan en
el rango nanomolar. Comoc a las concentraciones nanomolares el vera-
pamil no modifica la liberacidn de GARBA estimulada por deepolariza-
cién con K* alto o con veratridina, esto tampoco sugiere que los
efectos del verapamil sobre la liberacién de GARA estén mediados
por un bloqueo de los canales de calcio sensibles a voltaje.

Aunque no podemos descartar que el verapamil, que es liposolu-
ble, ejerza sus efectos sobre la liberacién de GABA mediante una
inhibicién de los movimientos internos del Ca®* o de su unién en
algun sitio intraterminal, el hallazgo de que el verapamil no inhi-
ba la liberacisn de GARA inducida por el ionéfore de Ca®* A-23187,
hace dificil proponer que los efectos inhibitorios del verapamil
csobre la liberacién de GAEA, estén relacionados con una accién an-
tagénica del verapamil sobre 1a unidn del calcio a sitios intrater-—
minales que intervengan en el proceso de la liberacién de los neu-
rotransmisores., Asimiemo, el hallazgo de que el verapamil inhiba la
liberacién de GARA inducida por veratrina, pero no inhiba la libe-

racién inducida por monensina, nos permite sugerir que su efecto
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inhibitorio sobre la respuesta a veratrina, no estaA relacionade con
una accién intraterminal desencadenada posteriormente a la entrada
de Na*§ siempre y cuando el Na* transportado por la veratrina y la
monensina hacia el citoplasma se internalice y distribuya en la mis-
ma forma.

La estimulacién de la liberacién basal de dopamina que induce
el verapamil y su efecto inhibitorio sobre la liberacién estimulada
de GABA, no parecen estar mediados por el mismo mecaniemo de accién,
ya que la concentracién de verapamil que causa el S50% de inhibicién
de la liberacidén de SH-BAEBA inducida con veratridina (25 pM), es
diferente a la dosie efectiva media (4.5 pM), encontrada para la
estimulacién de la liberacién basal de 3H-dopamina por verapamil,
AdemAs, el verapamil no parece afectar un mecanismo comun del pro-
ceso de la liberacién de los neurotransmisores, como seria el me-
diado por el blogueo de los canales de calcio sensibles a voltaje.
En otras palabras, no podemos suponer gue la dopamina liberada en
respuesta al verapamil inhiba directamente la liberacién de GABA
estimulada con veratridina, ya que a una concentracién de 10 puM el
verapamil ejerce su madxima respuesta sobre la liberacién basal de
dopamina y a esta concentracién sélo inhibe ligeramente la libera-
cidn estimulada de GABA. Tampoco podemos supeoner que la inhibicién
con verapamil de la liberacién estimulada de GABA estd propiciando
el aumento de la liberacién basal de dopamina, ya que a cencentra-
ciones de verapamil que no son suficientes para modificar la libera-
cién ni basal ni estimulada de GABA, el verapamil aumenta marcada-

mente la liberacién de dopamina. Por otro lado, no podemos descar-—
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tar que las diferencias entre los efectos del verapamil sobre la
liberacién de GABA y de dopamina que agui se presentan, se deban a
diferencias en los mecanismos subyacentes a la liberacién de las
aminas biogénicas y de los aminoacidos neurotransmisores.

Aunque el verapamil disminuye la cantidad de ®H-dopamina total
de forma similar a como la disminuye el bloqueador de la recaptura
de dopamina, bupropion, y ambos compuestos estimulan la liberacién
basal de dopamina, no parece que ectos efectos del verapamil se de-
ban a la inhibicién de la recaptura de dicha monoamina, ya que el
incremente en la liberaciéon de ®H-dopamina inducide con dopamina
fria es inhibido con bupropion, y no es sensible al verapamil.

Las concentraciones de verapamil gque se han encontradc en el
liquido cefaloraquideo de pacientes maniacos son del orden nanomo-
lar (Doran y col. 1985). No obstante, dado que el verapamil es 1li-
posoluble, ecstas concentraciones no necesariamente reflejan la con-
centracién de verapamil que se alcanz& en la fraccién membranal del
ciztema nervioso. Aunque no podemns proponer que los efectos del
verapamil sobre la liberacién de neurotransmisores encontrados en
ecte trabajo sean responsables de su eficacia como antimaniaco, es—
tos hallazgos apoyarian la hipétesis de que una alteracién dopami-
nérgica debe estar asociada con algunos componentes del sindrome
maniace (Post y col. 1980). Ademas Raiteri y col. (1978), siguiendo
un procedimiento muy similar al nuestro, encontraron que el halope-
ridol, un neuroléptico tradicional, estimula la liberacién basal de
dopamina en sinaptosomas de estriado de rata, a concentraciones mi-

cromol ares.
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Aunque los resultados de este trabajo, amplian la caracteriza-
cién de los efectos del verapamil sobre la liberacién de los neuro-
transmisores, el mecanismoc de accién del verapamil que subyace a
tales efectos (y a sus efectos terapéuticos) aun no ha sido escla-
recido, por lo que actualmente estamos desarrocllando en el labora-
torio otros estudios dirigidos a explorar los mecanismos de accién

subyacentes a estos efectos del verapamil.
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