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1. OBJETIVOS

— Determinar cuantitativamente por la técnica de "“Unidén"
(Binding) la poblacién de receptores noradrenérgicos <
Y ¢z Y Sus constantes de afinidad en diferentes dreas

del cerebro de la rata.

~ Administrar crénicamente firmacos agonistas y ahtagonistas

a dichos receptores para determinar su accidn sobre éstos.

— Demostrar si hay modulacidn con estos firmacos (Anfetamina,
Prazosina y Atipamezole) y por ende en la neurotransmisidn

respectiva por receptores n(1 Y oy noradrenérgicos.

— En caso de encontrar que existe modulacidn de la poblacidn
de receptores noradrenérgicos ©¢, determinar si es del mis-

mo tipo en las diferentes dreas del cerebro de rata.

— A través de los objetivos anteriores tratar de conocer me-
jor como trabaja el sistema noradrenérgico en relacidn al

funcionamiento del cerebro.



2. INTRODUCCION

Dentro del sistema nervioso central se localiza el
llamado sistema noradrenérgico, el cual se ha visto que
requla funciones fisioldgicas como sueno { Hobson 1976;
Jouvet 1969 ), aprendizaje { Flood 1976; Crow 1976 ), me-
moria { Flood 1976 ), emocién { Redmon 1977 ), despertar
{ Segal 1976; y 1978 } y funciones cardiovasculares ( Snyder
1975 }. Como las bases neurofisioldgicas de estas funciones
no se conocen bien, los detalles de la participacién de la

noradrenalina en dichos fendmenos quedan por ser délucidados.

El sistema nervioso autdénomo también tiene receptores
noradrenérgicos ( Bacqg y Fisher 1947 ). En general, el sis-
tema nervioso autdnomo regula las actividades de estructu-
ras que no estdn bajo el control voluntario y que habitual-
mente funcionan por debajo del nivel consciente. Asi es que
las funciones cardiovasculares, presién arterial, respirato-
ria, circulatoxia, digestiva, temperatura corporal, metabd-
lica, y las secreciones de ciertas glindulas endderinas y
exdcrinas estdn reguladas al menos en forma parcial por el
sistema nefvioso auténomo ( Cannon 1921 y 1929 ). Por esta

razén el equilibrio del medio interno del organismo estd



controladc en gran parte por este sistema.

El conocimiento de la localizacién y funcidn de las
neuronas y vias noradrenérgicas ha progresado ripidamente,
gracias al desarrollo de procedimientos de histofluorescen-
cia con vapor de formaldehido ( Dahlstrém 1964; Lindvall
1978; Falck 1962 ), técnicas de inmunchistoquimicas ( Geffen
1869 } y técnicas de inmunocitoquimica ( Sternberger 1979;
Grzanna 1978 ). Concentraciones relativamente grandes de
noradrenalina aparecen dentro del hipotdlamo y en ciertas
zonas del sistema lfmbico { Brownstein 1974 ), asi como en
el nicleo central de la amigdala { Lindvall 1978 ) y la cir-
convolucidn dentada del hipocampo ( Koda 1977 ). Pero asta
catecolamina también esta presente en cantidades significa-

tivas pero menores en casi todas las regiones del encéfalo.

Estudios que han desarrollado mapas detallados indican
que casi todas las neuronas noradrenérgicas surgen de un nu-

cleo localizado en la protuberancia el " locus coeruleus
( Amaral 1977 } &6 bien en neuronas de la porcién tegmental

lateral de la formacidn reticular { Moore 1982 ). Desde estas
neuronas, miltiples proyecciones ramificadas inervan células

efectoras especificas en gran nidmero de campos corticales,

subcorticales y espinomodulares ( Foote 1983 ). Las neuronas



del locus coeruleus se proyectan de la protuberancia al cere-
belo, a la médula espinal, al tdlamo y a varias zonas corti-
cales, pero la funcidn de estas regiones efectoras no se in-
terrumpe cuando las fibras noradrendrgicas se destruyen expe
rimentalmente indicando que las neuronas noradrenérgicas -—-
forman una estructura funcionalmente paralela, peroc no jerar

quica { Thoenen 1973; Johsson 1975; Cash 1985 ).

El locus coeruleus contiene 43 % de todas las neuronas
productoras de noradrenalina en el cerebro de la rata y ellas
envian proyecciones especialmente a estructuras neocorticales
( Ssavaki 1982 ). Entre las regiones gue se encuentran iner-
vadas estdn la neocorteza, hipocampo, tdlamo y cerebelo -
{ Lindvall 1978 ). También el nicleo intersticial de la es-
tria terminales recibe una densa inervacidn noradrenérgica y
tiene conecciones con los nicleos septal, predptico, hipota-
lamico y dreas amigdaloides y del tractus solitarius ya que
toda esta regidn del encéfalo es rica en cuerpos celulares
y terminales nerviosas gue contienen noradrenalina ( Savaki

1982 ).

Por estudios histoquimicos se revela que en el cerebro
de rata la noradrenalina, dopamina y serotonina se localizan

en sistemas especificos de neuronas, dando asi un firme apo-



yo a la visidn de gque estas sustancias pueden servir como
transmisores en algunas sindpsis del sistema nervioso cen-

tral.

Ahlquist ( 1948 ) propuso que existen dos clases de -
receptores noradrenérgicos,o¢ y 4. Lands y cols., (1967 )
descubrieron que la clase de receptores /3 consiste en dos
subtipos: ﬂl responsable escencialmente de la estimulacidn
cardiaca y depresidn intestinal; y /3, responsable de la
accidn depresora sobre bronguios { broncodilatacidn )} y ar-

teriolas ( vasodilatacidén ).

La primera propuesta de la subclasificacién de los re-
ceptores noradrenérgicos o€ dentro de las categorias ec‘ Yy
o 2 fué hecha por Langer en 1974 ( Langer 1974 ). El tipo
o, es referido como un receptor postsindptico o<, el cudl
inicia la respuesta de tejidos efectores, mientras que el
tipo <5 constituye el receptor presindptico e¢, Berthelsen
y Pettinger { 1977 ) propusieron una clasificacidén similar,
pero sobre una base funcional en vez de una base anatdmica a
fin de explicar la posibilidad de que los receptores x5
puede también ocurrir tambien en otras regiones de la neurona

ademas del drea presinaptica.



Posteriormente Starke y Langer { 1979 ) puntualizaron -
que los receptores presindpticos son definidos por la funcidn
que ellos controlan, la modulacidn de la liberacidn del trang
misor, mientras que los receptores noradrenérgicos o, estdn
caracterizados y definidos por sus relativas afinidades por
agonistas y antagoniastas. Por lo tanto, el término receptor
noradrenérgico =<, debe ser usado en el contexto de sus ca-
racteristicas farmacoldégicas. La subclasificaién de los re-
ceptores noradrenérgicos o¢ es por lo tanto independiente de
su localizacidn anatdmica y es basado exclusivamente sobre -
las caracteristicas farmacoldgicas. Asi que los receptores
del tipo excitatorio son designados o« 7 ¥ los del tipo inhi
bitorio, 2 @8 ahora ampliamente aceptada { Melchiorre

1980 ).

Las diferencias farmacoldgicas entre receptores noradre
nérgicos o{ presindpticos y postsindpticos tiene implicacio-
nes funcionales importantes, porque la liberacidén modulada -
por receptores presindpticos y es posible activarla o blogue
arla selectivamente por agonistas o antagonistas administra-
dos para modificar la liberacidén de noradrenalina, con peque
fos o insignificantes efectos sobre los correspondientes re-

ceptores ©o¢ postsindpticos ( Langer 1981 )



Como ya se ha dicho existen receptores noradrenérgicos
postsindpticos y receptores noradrenérgicos presindpticos,
cuya estimulacidn puede regqular la liberacidén del transmisor
quimico noradrenalina por estimulacidn nerviosa, constitu-
yendo mecanismos de retroalimentacidn ( Langer 1981 ). Es
asi que una vez liberada la noradrenalina, si alcanza concen-—
traciones elevadas en la hendidura sindptica estimula recep-
tores presindpticos que llevan una inhibicidn de dicha libe-
racidn,. estos receptores pueden ser blogueados por la fento-
lamina ( droga antagonista adrenédrgica ¢ ), con aumento de
la liberacidén de la noradrenalina. Por su parte, la libera-
cidén de pequehas cantidades del transmisor noradrenérgico —-
estimula receptores beta presindpticos gque provocan aumento

de la liberacidén dela noradrenalina; esto dltimo se demues-
tra por el hecho que el isoproterenol, droga noradrenérgica
beta aumenta la liberacidn del neurotransmisor noradrenalina
durante la estimulacidn nerviosa, lo que es prevenido por el
propanolol, droga bloqueante noradrenérgica beta ( Langer

1981 ).

En el presente trabajo se trata de establecer mediante
la técnica de " Unién " ( Binding ) que consiste en el uso
de un radioligando marcado, el cual se une especificamente

a sitios de unidn de los mencionados receptores, si el sis=-



tema noradrenérgico es un gsistema con capacidad de automodu-
lacidn en sus receptores, cuando se suministran crénicamente
firmacos agonistas y antagonistas selectivamente para los re
ceptores <Y c<2, los cuales seran anfetamina { agonista
°<1 ), prazosina { antagonista o<2 ) vy atipamezole ( antago

nista o, ).

2
Los auténticos receptores deben tener las siguientes -~

propiedades:

1. Saturabilidad.- La gran mayoria de los receptores se en-
cuentran en la superficie celular. Puesto gue hay un nimero
finito de receptores en la célula, se deduce que una curva

de dosis-respuesta para la fijacidén de un ligando debe mani-

festar saturabilidad.

2. Especificidad.- Este es uno de los criterios mds difici-~
les e importantes que se debe llenar, no sdlo por la enorme

cantidad de sitios de unidn no especificos si ge les compara
con los sitios de receptores en los tejidos, sino también de
bido a la avidez con la cual las superficies inertes fijan -
los ligandos. Es obvio que la especificidad significa que sé
lo se deben encontrar receptores en células gue se sabe res-

ponde al transmisor particular o a la hormona bajo estudio.



Mds aln, es cierta la evidencia de una correlacidn entre la
capacidad fijadora de una serie de ligandos y la respuesta

bioldgica producida por esta serie.

3. Reversibilidad.~ Puesto que los transmisores, hormonas y
1a mayor parte de los medicamentos actidan en forma reversible,
se deduce que la unidén de estos agentes a los receptores -—-
también debe ser reversible. También es de esperarse que el
ligando de un receptor reversible, no sélo debe ser diso-
ciable sino recuperable en su forma natural ( por ejemplo,

no metabolizado ). Esta idltima afirmacién diferencia las
interacciones receptor-agonista peroc no la unidn receptor-an

tagonista a partir de reacciones enzima-substrato.

Los estudios de unidn a receptores usualmente sigue una
cinética muy similar a la de la cl&sica interaccidn enzima-
substrato. Para interacciones reversibles ligando-receptor
donde [ R ] = concentracidén de sitios receptores no ocupados,
[ L )] = concentracidn de ligando libre, [ RL ] = concentra-
cién del complejo receptor-ligando:

k

a[R] + b[L] ===2 ¢[RL] (1)
k

-



describe un fendmeno general de unidn reversible con a, b, y
¢ representando la estequiometria de la reaccién. Al equili-
brio, la velocidad de la reaccidén hacia delante iguala la

velocidad de reversa de la reaceidn:
K, [R)2[1)® = x_, R0l® (2)

La constante de unidm al equilibrio puede después ger

definida como una constante de asociacidn ( Ky ) :

k, {REL}C
K. = - (3)
Ak, R
6 como una constante disociacidn ( Ky ) =
k4 [R]a[L‘b (4)
Ky = — = —————
X, {RL]®

Asi la determinacidn experimental de las constantes de
afinidad de unidn al equilibrio para las reacciones reversi-
bles requieren de los experimentos que se realicen bajo con-

diciones de estado-constante.

Otra propiedad de las interacciones ligando-receptor es

10



la saturabilidad, que es, lnicamente un numero finito de si-
tios receptores especificos por unidad de tejido. Este nime-

ro midximo de sitios receptores especificos es usualmente de-

signado como Bhax !

ARL] + [R] = BLax

Multiplicando por (L] :
[RL} [L] + (R]) (L} =8B _ (L}

max

[R}(Z] = B . [L]

[RL]
(RL] {L] +
{RrL]

Sustituyendo Ec. (4) cona = b =c =1 :

L
(2]

[RL) [L} + [RL]Ky = B _[L]

(RL1 { L] + Ky ) = B [L)
Bmax EL]

{RL] = e
(L] + K,

1M



Esta es la cldsica ley de accidn de masas para interac-
ciones enzima-substrato adaptada para interacciones receptor

ligando. Si ahora definimos RL como ligando unido = B, y L =

como ligando libre = F, de la EC. 5 :

Dividiendo entre F :

=i

B/F =

Esta es la ecuacidn de Scatchard. Asi conociendo ‘las ~-
concentraciones de ligando unido y libre al equilibrio permi
te la determinacién de la constante de unidén al equilibrio -

( Ky ) y el nimero miximo de sitios de unidn ( B .. ).

t2



»
1
Liganda Unido Pendiente = - —
e . k
Ligando Libre o
Bax
£

Ligando Unido

La anfetamina y demds fenilisopropilaminas son simpati-
comiméticos indirectas, es decir que actlian aumentando la 1i
beracidn del transmisor quimico la noradrenalina, en las ter
minaciones nerviosas simpaticas. La hipdtesis de la noradre-
nalina en la depresidn nerviosa sugiere que la misma se debe
a una deficiencia de dicho transmisor gquimico a nivel de cier
tos centros cerebrales. Esto puede aceptarse, ya que los --
efectos estimulantes centrales de las fenilisopropilaminas se
deben a una liberacidn de la noradrenalina en las neuronas,

que produce dichos efectos ( Litter 1980 ).



Hay evidencia, de que la prazosina puede cruzar la ba-~
rrera hematoencefdlica aumentando la posibilidad de un sitio
de accidn cardiovascular central. Ademds, estudios de unidn
a radioligandos muestran que la [ 3y ] prazosina es un anta-
gonista selectivo de alta afinidad de los receptores o¢y, -=
noradrenérgicos de membranas del cerebro. Recientemente se -
determindé gue la prazosina reduce el flujo simpitico nervio-
so de el corddn espinal por bloqueo de los receptores nora--
drenérgicos =<, en un sitio indeterminado dentro del sistema
nervioso central. La presencia de los receptores noradrendre
gicos o<, farmacoldgicamente caracterizades en dos dreas del
cerebro; el niclec raphe dorsal y el nicleo geniculado dorsal
lateral ha permitido examinar los efectos centrales del anta
gonista prazosina, sobre el receptor noradrenérgico e~
cuando ésta es administrada sistemdtica y localmente a el ni

vel de la neurona ( Menkes 1981 ).

El atipamezole es un nuevo y selectivo antagonista espeg
cifico a receptores noradrenérgicos o 5. Tiene la habilidad
de antagonizar el comportamiento y efecto neuroguimico de dos
agonistas de receptores noradrenérgicos 5 { detomidina y
metomidina ). El fdrmaco causa dosis-dependencia, rdpida y
relativamente larga, incrementa la noradrenalina, puesto que

los antagonistas o< , causan un incremento en la liberacidn



de noradrenalina de las neuronas noradrenérgicas centrales -
por bloqueo presindptico inhibiendo la liberacién de los auto
receptores. El coeficiente de selectividad ezzl o<, del ati-
pamezole en unidén al receptor fue 8500 comparado a 27 del
idazoxan el cual es un antagonigta relativamente especifico

a receptores noradrenérgicos cxz.

Por lo tanto, la identificacidn de los receptores nora-
drenérgicos especificos involucrados en respuestas excitato-
rias e inhibitorias ecs claramente un prerrequisite, a la sub-
secuente caracterizacién de sus mecanismos de accidn celula-

res.

Una vez que la presencia y la identidad de los recepto-
res esta establecida, esta informacién puede ser usada para
caracterizar el funcionamiento del sistema noradrenérgico en
el sistema nervioso central y por lo tanto los efectos de la
noradrenalina en vivo y demostrar que las respuestas excitato
rias e inhibitorias son medidas por diferentes tipos de re -

ceptores noradrendrgicos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LISTA DE BQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS

3.1.1 EQUIPO

1.- Homogenizador con embolo de tefldén con 0.018 mm de paso
de luz.

2.- Centrifuga Internacional.

3,~ Centrifuga Sorvall con rotor S5-34.

4.- Homogenizador Polytron.

5.~ Bahc de incubacién con agitaciéﬂ.

6.- Ollas de fitracidn.

7.~ Secadora de Aire.

8.- Contador liquido de centelleo Beckman LS 7800.

9.~ Crondmetro.

10.~ Vortex.

11.-~ Espectrofotdmetro.

12.- pHmetro.

13.~ Ldmpara.



3.1.2 MATERIAL

t.,- Caja de Petri.

2.- Tubos de Ensaye.

3.- Matraces Volumétricos.

4.~ Pipetas Pasteur.

5.~ Viales.

6.~ Tubos de nalgene de fondo cdnico de 50 ml.
7.- Tubos de nalgene de fondo redondo de 50 ml.
8.~ Vasos de precipitados.

9.- Probetas.

10.~ Tijeras.

11.- Pipetas graduadas.

12.- Pipetas volumétricas.

13.- Papel Whatman GF/B.

14.- Micropipetas.

15.- Jeringas - de 10, 50, 100 y 500 ml,



3.1.3 REACTIVOS

1.~ Anfetamina.

2.~ Prazosina.

3.~ Atipamezole.

4.- Solucidn Salina al 0.9 8.

S.~ Solucidén de Sacarosa 0.3 M,

6.~ Amortiguador Tris 50 mM a pH 7.4 con C.5 mM de PMSF.

7.- Amortiguador de Fosfatos de Sodio y Potasio 50 mM a pH
pH 7.5 con 0.5 mM de PMSF.

8.~ Fentolamina 1 x 10°° M,

9. 7—metoxi-[3H[—Prazosina.

10.- [?H]-RX 781094 : Clorhidrato de ( 1,4-6,7-[°H]benzodioxan-
2-il )-2-imidazolino.

11.- Tolueno.

12.- PPO 3 g/1.

13.- POPOP 0.3 g/l.

14.- Nitrdgeno liquido.

15.- Albumina bovina.

10



3.2 ANIMALES Y TRATAMIENTO :

Se emplearon lotes de 32 ratas machos de la cepa Winstar
Porton de 230-250 g de peso cada una. Para comprobar el efeg
to de cada fdrmaco, se utilizaron dos lotes de animales, los
que se pesaron diariamente para calcular la cantidad del f&r
maco a administrar dependiendo de la dosis. De cada lote, 16
ratas elegidas al azar formarcn el grupo testigo al que se -
le administrdé dnicamente el vehiculo ( solucién salina al

0.9 % ) en que se disuelve el fdrmaco.

La administracion de la dosis indicada de fdrmaco fue -
cada 12 hrs. durante 10 dias. Los fdrmacos empleados en este
estudio fueron :

a) Anfetamina administrada por via intradérmica (0.75 mg/kg):
b) Prazosina por via intraperitoneal ( 1.0 mg/kg );

c) Atipamezole por via intraperitoneal ( 3.5 mg/kg ).

A los animales se les mantuvo en un lugar adecuado, con
alimento y agua suficiente con sus cajas limpias. También fué
importante observar el comportamiento de los animales después

de cada administracidn.

19



3.3 SACRIFICIO Y DISECCION :

Después de dos horas de la dltima administracién se lle
vé a cabo el sacrificio de los animales por decapitacidn, lo
cual se hizo en el interior de un cuarto frio manteniendo una
témperatura de 4 °C. Las cabezas se sumergieron en nitrdgeno
liquido por 4 sequndos, después se extrajeron los cerebros y
se depositaron en una caja de petri conteniendo una base de
papel absorbente mojado con una solucién salina al 0.9% y es

ta caja estuvo sobre hielo para la diseccidén de los cerebros.

Con ayuda de instrumental apropiado se efectud la disec
cidn delos cercbros, obteniendo las siguientes dreas : nicle
os caudado, corteza frontal, hipocampo, amigdala y la corteza

tempoparietal.

Todas las dreas iguales se juntan y éstas se lavaron 2
veces en solucidn salina 0.9% fria, decantando el liguido y

luego se pesd el tejido hiimedo.
Cada drea se corta finamente quedando los cortes de apro
ximadamente 2 mm por lado y tambien se sometieron a un lavado

con solucidn salina fria, decantando nuevamente.

20



3.4 OBTENCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA :

3.4.1 Para los receptores Noradrenérgicos Xy

Para homogenizar el tejido, se utilizd sacarosa 0.3 M
con 0.5 mM PMSF en una relacidén de 1:10 ( p/v ) y con 3 movi
mientos completos de pistdn en un homogenizador con embolo

de tefldn con 0.018 mm de paso de luz.

Una vez terminado el homogenizado, se repartidé en tubos
de nalgene de 50 ml de fondo cdnico, y se centrifugd a 175 xg
{ 900 rpm ) por 10 minutos en un cabezal de columpio en una

centrifuga Internacional a 4 °C.

A continuacidn se extrajo el sobrenadante con mucho cui
dado para no traerse la pastilla la cual se desechd y el so-
brenadante se diluyd en una relacidn 1:50 { p/v ) con amorti
guador Tris 50 mM a pH 7.4 con 0.5 mM de PMSF, enseguida se
centrifugd a 37,000 xg ( 17500 rpm ) durante 15 minutos en un

rotor 55-34 en una centrifuga Sorvall a 4 °C.
Con una pipeta Pasteur se desechd el sobrenadante y las
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pastillas se resuspendieron con el mismo amortiguador con una
relacidén 1:20 ( p/v ) y se centrifugardén nuevamente a 17500
rpm por 15 minutos. Finalmente la pastilla se resuspendid en
el mismo amortiguador a razdn de 1:10 ( p/v ) a partir de

una alicuota de 100 ul de cada drea y cada grupo se determi-
né la cantidad de proteina por el método de Lowry ( 1951 ).
Las preparaciones se guardardn en el congelador hasta su uti

lizacidn en las determinaciones del método de Unidn.

3.4.2 Para los Receptores Noradrenérgicos °{2 :

Las drecas del cerebro por estudiar se homogenizaron con
solucidn amortiguadora de fosfatos de sodio/potasio de 50 mM
a pH 7.5 que contendrd 0.5 mM de PMSF a razén de 1:20 { p/v ),
con tres movimientos completos de pistén, en un homogenizador
de embolo de tefldn. Después se centrifugé en un cabezal de
columpio en la centrifuga Internacional a 1000 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 4 °C, ésto se hizo con el £in de
eliminar los ndcleos y eritrocitos, para elle se elimind la
pastilla y el sobrenadante se diluyé en 30 vollimenes del --
amortiguador de fosfatos de sodio/potasio. Para romper las -

membranas se usd un homogenizador Polytrén en la posicién No.
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S por 30 segundos. Una vez obtenidas las membranas se centri
fugarén en una centrifuga Sorvall a 37000 xg durante 20 minu
tos, se desecharon el sobrenadante y las membranas Ee lava--
ron y resuspendieron en el mismo amortiguador y se recentri-
fugaron bajo las mismas condiciones. La pastilla final se re
suspendié en 50 volimenes del amortiguador y a partir de la

alicuota de 100 ml de cada drea y cada grupo se determind la
cantidad de proteina por el método Lowry { 1951 ). Las prepa
raciones se guardaron en el congelador hasta su utilizacidn

en las determinaciones del método de Unidn.
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3.5 TECNICA DE LA UNION DEL LIGANDO ESPECIFICO AL RECEPTOR

NORADRENERGICO o<y ¢

Reactivos :

Ligando Marcado.- 7-metoxi-[ 3u )-Prazosina.
Actividad especifica.- 85 Ci/mmol .

Ligando Frio.- Fentolamina { antagonista desplazador }.

La unién del ligando marcado a los receptores noradre -
nérgicos se determind mediante la técnica de " Unidn ", que

se llevé a cabo de la siguiente manera:

Para obtener la curva de saturacidn de tal Unidn, los
ensayos que se hicieron para cada concentracidn fueron por
quintuplicade. La cantidad de proteina que se usé fue siem-
pre la misma para cada drea con su respectivo control en ca
da tubo ( aproximadamente 600 mg de proteina ), a continua-
cién se adiciond el volumen del amortiguador Tris 50 mM a ~

pH 7.4 hasta completar 1 ml ( menos el volumen del ligande ).

Los tubos se preincubaron 30 minutos a 30 °C con inter-

valos de 20 segundos entre muestra y muestra. Al cumplirse

24



los 30 minutos de preincubacidn al primer tubo se le adicio-
né el volumen del ligando de la apropiada concentracidén de
[3H]—Prazosina (0.0025, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y 0.3 nM),
se agitd y a partir de ese momento se inicidé la incubacidn
esta durd 45 minutos en un bano con agitacidén. La adicidn
del ligando siguié el mismo orden, y tiempo de incubacidn,

filtracion y lavado.

Al término de este periddo de incubacidn, la muestra se
agitd y se tomardén 800 ul con una micropipeta los cuales se
filtrardn bajo presidén de -200 mm Hg a través de discos de
papel Whatman GF/B de 26 mm de didmetro, previamente himedos
con 1 ml del mismo amortiguador, los cuales inmediatamente
después de depositar la muestra se lavaron dos veces con 8 ml

del mismo amortiguador frio ( 4°C ).

Los filtros se secaron con una corriente de aire calien-
te durante 30 minutos y se pasaron a viales precontados, con
8 ml de liquido de centelleo ( que contiene PPO 3 g/l1, POPOP
0.3 g/1 disueltos en tolueno )} y se cuantificardn por 20 minu
tos, en un Contador Luiquido de Centelleo Beckman LS 7800
con una eficiencia del 59 % y una desviacidn estandard en la

variabilidad de su conteo.
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Para la curva de unién inespecifica, la fentolamina se

adiciond a una concentracidén de 1 x lo"6

M antes de la pre~
incubacidn y este volumen se resto del amortiguador Tris, -
siguiendo después del mismo procedimiento de la curva de sa

turacidn.
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3.6 TECNICA DR LA UNION DEL LIGANDO ESPECIFICO AL RECEPTOR

NORADRENERGICO o6y

Reactivos :

Ligando marcado.- IJH ]-RX781094 ( 1,4—6,7-[3H]benzodio—
xan-2-yl )} -2-imidazoline hydrochloride.
Actividad Especifica.- 40 Ci/mmol .

Ligando Frio.- Fentolamina { Antagonista desplazador ).

De manera similar, los receptores o(,l se estudiaron los
receptores noradrenédrgicos o¢,. Esta determinacidn se llevd

a cabo empleando el antagonista selectivo [ 3y ] - RX781094.

Para obtener la curva de saturacidn de tal unidn los en
sayos se hicieron por quintuplicado para cada concentracidn
de ligando. La cantidad de proteina a usar fué siempre la --
misma para cada drea y con su respectivo control en cada tubo
{ aproximadamente | mg de proteina ). A continuacidn se adi-
ciond el volumen del amortiguador de fosfatos sodio/potasio
a pH 7.5 50 mM que contuvo 0.5 mM de PMSF hasta completar 1

ml { menos el volumen del ligando ).
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La reaccidn se inicié anadiendo el ligando [ 3y ] -
RX781094 a las concentraciones indicadas ( 0.5, 1, 2, 3, 5,
8y 10 nM ), en un volumen final de 1 ml ajustado con solu--
cién amortiguadora, se agitd y a partir de ese momento se ini
cié la incubacién la cual durd 60 minutos a 25 °C en un banec
con agitacidn. A igual que en la técnica de Unién para los -
receptores noradrenérgicos o{l, los intervalos entre muestra
y muestra fueron de 20 segundos durante la adicidn del ligan

do en la incubacidn, filtracidn y lavado.

Al términe de este periddo de inecubacidén, la muestra se
agité y se tomaron 800 ml con una micropipeta, éstos se fil-
traron baje presién de -200 mm Hg a través de discos de papel
Whatman GF/B de 26 mm de didmetro, previamente himedos con 1
ml del mismo amortiguador, los cuales inmediatamente después
de depoasitar la muestra se lavaron dos veces con 8 ml del --
mismo amortiguador frio ( 4 °C ). los filtros se secaron con
una corriente de aire caliente durante 30 minutes y se pasa-
ron a viales precontados con 8 ml de liquido de centelleo
{ que contiene PPO 3 g/l, POPOP (.3 g/l disueltos en tolueno)
y se cuantificaron por 20 minutos, en un Contador Liquido de
Centelleo Beckman LS 7800 con una eficiencia del 59% y una

desviacién estandard en el conteo.
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Para la curva de unién de inespecifica, la fentolamina
se adiciond a una concentracién de 10 MM antes de la incuba
cién y este volumen se restd de la solucidn amortiguadora de
fosfatos sodio/potasio, siguiendo después el mismo procedi--

miento de la curva de saturacidén antes descrita.
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4. RESULTADOS

La unién especifica del ligando 3[ H l-Prazosina a re=
ceptores noradrenérgicos oy de membranas de diferentes dre~
as del cerebro de rata ( corteza frontal, corteza tempoparie
tal, hipocampo, amigdala y nlcleo caudado ), se puede ver --
que es un proceso saturable, las concentraciones utilizadas
para esta curva estan en el rango de 0.0025 - 0.5 nM, en ge-
neral la unidn especifica es la diferencia entre la unidn --
total y la unidén inespecifica, que ocurre en presencia de un
excegso de concentracién del ligando no marcado, por arriba -
de 500 veces la concentracidn de su kd, en este caso fué fen
tolamina 10 uM. Para la unidén especifica de receptores nora-
drenérgicos o<, se utilizé el ligando 3 [ H ]1-RX781094, pero
a diferentes rangos de concentraciones; 0.5 - 0.8 nM y como
ligando frio se empled fentolamina 10 uM. En este estudio ob
servamos que se alcanzd un estado de saturacidn en la mayoria
de las curvas totales y per consiguiente de las curvas espe-

cificas.

La fig. No. 1 muestra la unidn total e inespecifica del
ligando 3( ® 1- prazosina a los receptores noradrenérgicos

<. del nicleo caudado. La diferencia de la curva total y
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su curva inespecifica da como resultado la unién especifica
( ver fig. No. 2 }. En esta figura podemos ver claramente =--
las curvas especificas tanto del grupo tratado con anfetami-
na, como del grupo testigo, gracias a este tipo de determina
ciones podemos visualizar el comportamiento de la poblacidn
de los receptores noradrenérgicos =<,r en diferentes areas

cerebrales.

El cdlculo de estos cambios entre los grupos tratados y
testigo, se hizo por medio del programa de computacién " Li-
gand " ( Munson y Rodbard 1980 ) que es un andlisis de regre
sién miltiple no lineal, el que nos reporta los valores de -
B Y Ky Con ellos podemos determinar si hay o no diferen-

max

cias significativas en la poblacida ( Bla ) de receptores -

X
noradrenérgicos, después del tratamiento crdnico con fdrmacos
adrenérgicos agonistas y antagonistas de receptores g ¥ Ky
pues recordemos que el valor de Bmax se refiere a un nimero
finito de sitios especificos del receptor por unidad de pro-
teina lo que nos permite hacer una cumparécién de los grupos

tratados con respecto a los grupos testigo ( Fig. 3 ).
si en una grdfica, el coeficiente de Hill ( Co. Hill )
nos da un valor de uno, se dice que hay unidn a un solo tipo

de receptor y ademis gue la curva de saturacidn técnicamente
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estd bien hecha. En muchas ocasiones, la pendiente resulta
ser no lineal y dar un valor diferente a la unidad, este he-
cho indica la posible existencia de cooperatividad en la --
unién de ligando - reéeptor. La cooperatividad es el fendme
no por el cual el ligando unido a un sitio receptor influye
ya sea positiva o negativamente en la fijacién del ligando a

otros sities, en otras subunidades de dicha proteina (Fig. 4).

El valor de Ky es la constante de disociacién de la unidn
del ligando al receptor, en el equilibrio. Los fdrmacos uti-
ljzados en este estudio fueron anfetamina, prazosina y atipa

mezole.

La anfetamina es un fdrmaco con accién o efecto indirec
to de un agonista oc; . Para ver su efecto tanto en la pobla-
cidn de receptores noradrenérgicos o¢, como e¢,, se usaron
ligandos especificos marcados para cada uno de estos tipos de

receptores.
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CURVA DE SATURAGION DE HRECEPTORES NORADRENERGICOS | EN
NUCLEO CAUDADO DE RATAS TRATADAS CON ANFETAMINA

404

(&) curva rotaL

{7 CURVA INESPECIFICA

204

n]—nnuosnu UNIDA (fmoi/mg prot.)

[:H]' PRAZOSINA (nM}

F10. t CURVA DE. BATURACION DE RECEPTORES NCRADRENERGICOS 6(, DE NUCLED CAUOADD DE RATAS
TRATADAS CON ANFETAMINA, LA LNJON DE (:HI~FRAZDSINA A MEMBRANAS DE CEREBRO DE RATA COMO UNA -
FUNCION DEL INCREMENTO DE LA CONCENTRACION DEL LIOANDO. LAS MEMBRANAS [0.8 MG DE PROTEINA), -
EL LIGANDO (:H]-PRAZUEHNA Y EL VDLUMEN DEL AMORTIGQUADOR TRIS MASTA COMPLETAR | ML, FUERON IN-
CUBADOS FOR 43 MIN A 10°C. LAZ CONCENTRACIONES DE (!MIAPRAZOGINA USADAS FUERON LAS OUE 5E IN-
DICARON EN "MATERIALES ¥ METODOS™. LA UNION NO ESPECIFICA FUE DETERMINADA EN PRESENCIA DE 10

MM DE FENTOLAMINA.
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CURVAS ESPECIFICAS DE RECEPTORES NORADRENERGICOS a, EN
NUCLEO CAUDADQ DE RATAS TRATADAS CON ANFETAMINA

b [&] curva TESTIGO

&7 cuavatraraca

3
[H]-PIIAZOSINA uNIDA 1 moi/my prat.)

t —t t L

o1 02 03

[:‘N] ~PRAZOSINA (nM}

FlO. Z. CURVAD ESPECIFICAS DE RECEPTOREE NORADRENERGICOB °\’I OE NUCLEO CAUDADD DE RATAS
TRATADAS CON ANFETAMINA. LA UNTON EEPECIFICA FUE DEFINIOA COMO LA OIFERENCIA DE LA CURVA TOTAL
¥ LA UNION NO ESPECIFICA. LOS PUNTOS QUE BE MUESTRAN PERTENECEN A LAS CONCENTRACIONES DE (3."_
PRAZOSINA USADAS FUERON LAS QUE SE INDICARQN EN “MATERIALES ¥ METDODS® ¥ CADA PUNTO ES EL PRO-
MEDIO DE CINCO DETERMINACIONES,
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CURVAS SCATCHARD DE RECEPTORES NORADRENERGICOS ay EN
NUCLEO CAUDADO DE RATAS TRATADAS CON ANFETAMINA

- &
] .
al o {93 cruro TRATADO
£ 2 Bmax * 27.80 1 mol/mg prot.
E, 74 KD =0.070 nM
E
- [y &) churo TESTKO

Bmex = 41.80  mol/mg prot.
XD £ 0.069 nM

[311]- PRAZOSINA UNIDA / LIBRE ¢

v

10 20 30 40

[’u] PRAZOSINA UNIDA ( 1 moi/ mg prot.)

FIG, 3. CURVAS SCATCHARD O RECEPTORES NORADRENERDICOS &< ' EN EL AREA DE NUCLEO CAUDADO
DE RATAS TRATADAE CON ANFETAMINA, EL NUMERD DE B1T1OS DE UNION O Byax [FMOL/ML PROT) FUE 0BTE
NIDO EN EL PUNTO DE INTERCEPCION CON LA ASSGISA. LA CONSTANTE OE DISOC!ACION AL EQUILIBRIO AL
EQUILIBRIO. RESWLTA DE LA INVEREA DEL VALOR OE LA PENDIENTE, ESTOS VALORES SE CALCULARCN POR
€L PROGRAMA “LIGANO" [MUNSON ¥ RODSARD 1080). EN EL EJE OE LA DROEMADA SE ENCUENTRA LA RELA=«
CION DE LA laHl'PﬂAluElNA UNIOA A LA LIBRE (B/F): MIENTRAS QUE LA DBSCISA INOICA LA (,N)-FRA-

ZDBINA UNIDA A RECEPTORES NORADRENERGICOS °<‘.
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COEFICIENTE OE Hitt DE LA UNION DE PRAZOSINA A RECEPTORES
NORADRE‘NERGICOS ay, DE NUCLEO CAUDADO DE RATAS TRATADAS

CON ANFETAMINA

A
4] aruro resmao O
’ {87 crupo TRaTADA
T A
a
o ]
%
L 1
0+
4 ¢
= [
2
|
[
-1 4
+ +} L
¥ T >
-8 -7 -8
jog(FIm

3
H| PRAZOSINA

F16, 4. COEFICIENTE DE HILL OE LA UNION DE PRAZOSINA A RECEPTORES NORADRENERGICOS °<l DE
NUCLED CAUDADD DE RATAS TRATADAS CON ANFETAMINA. LOS VALDORES DE LOB COEFICIENTES DE HILL SE OE
TERMINARON A PARTIR DE LA By, DBTENIDA DEL ANALISIS DE SCATCHARD TAL Y COMO SE 1NODICA Y CORRES

PONOE AL VALOR DE LA PENDIENTE CBTENIDA.
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4.1 EFECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN LA POBLACION DE LOS
RECEPTORES NORADRENERGICOS Xyr EN DIFERENTES ARERS

DEL CEREBRO DE RATA 3

A excepcidén del drea de la amigdala, el efecto general
de la anfetamina sobre la poblacidn de los receptores noradre
nérgicos <y tiende a una disminucién de ellos en las dife-
rentes dreas, ( ver Fig. 5 ). Esto se confirma con los valo-
res que gse indican en la tabla No. 1, donde tenemos para ca-
coeficiente de --

da drea cerebral los valores de B K

a
Hill y la diferencia en porcentaje de los valores de B lax

max’*

respectivamente. Asi, los valores de cambios de Brax (8

se encontrd una disminucidn para corteza frontal de - 9.21 %;
para la corteza tempoparietal se mostrd una disminucidn de

- 34.63 % para el drea de hipocampo de 26.2 % y para el drea
de amigdala se observa un incremento de 40.1 %. Por lo ante-
rior vemos gue con respecto a los grupos testigo, la amigda-
la presenta un cambio opuesto al respecto de las dreas estu-
diadas en cuanto a la poblacidn de receptores noradrenérgicos

o<y Y para el ndcleo caudado se obtuviercn valores de mis-

ma tendencia a disminuir el ndmero de receptores a 33.5 3.
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EFECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN RECEPTORES NORA-
DRENERGICOS 44, EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA

[ tesmico
TRATADOS

1S

AREAS CEREBRALES

-
-]
o

o
o

VALORES DE Bmax( t mol/ mg prot.)
L3 -3
-] (-]

»
<

CF cTP

F1Q. 3. EFECTO CRONICD DE ANFETAMINA EN RECEPTORES NORADRENERGICOS "‘l EN DIFERENTES AREAS
OEL CEREBRC DE RATA, LA GRAFICA MUESTRA €L EFECTO DEL TRATAMIENTO DE ANFETAMINA CADA 12 HORAS OY
RANTE 10 DIAS DE ADMINISTRACION {0.75 MG/KG) POR V1A INTRAODERMICA SOORE (05 RECEPTORES NORADRE--
NERG}COY o, DE LAS MEMBRANAS OF CEREERO DE RATA CON RESPECTO A SU GRUPQ NO TRATADD, LA GRAFICA
MUESTRA 1.0S VALORES OFE By, (FMOLJMG PROT), EN LAS AREAS CEREBRALES TRABASADAS: LAS DETERMINACIC
NES SE HICIERON POR QUINTUPL1CADO EN LAS COHDICIONES YA SENALADAG. CF - CORTEZA FRONTAL. CTP =

CORTEZA TEMPOPARIENTAL: Hp = HIPOCAMPO: AM = AMIGDALA: NC » NUCLED CAUDADD.



4.2 EPECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN LA POBLACION DE LOS

RECEPTORES NORADRENERGICOS o< . EN DIFERENTES AREAS

2
DEL CEREBRO DE RATA :

Se utilizdé la misma dosis y via de administracién de eg

te fdrmaco que para el casoc de los receptores noradrenérgicos

o<y,

En la fig. 6 se ve claramente los cambios que produjo
la administracidn del fdrmaco sobre el nimeroc de receptores
noradrenérgicos o<2, en las cinco dreas del cerebro de rata.
Asi para la corteza frontal y tempoparietal se ve upa dismi-
nucidén en la poblacidn de los receptores noradrenérgicos SCyr
al contrario de las otras tres dreas: hipocampo, amigdala vy
nicleo caudado donde sc observa la marcada tendencia a incre

mentarse el ndmero de estos receptores.

En la poblacién de los receptores noradrenérgicos =<,
se observa que después del tratamiento crénico con anfetami-
na, en el drea de corteza frontal se encontrd una disminucidn
del 52.7 ® en relacidn a su grupo testigo ( Tabla No. 1 ).
Sucede lo mismo para el drea de corteza tempoparietal mostran

do una disminucidn del nimero de receptores en un 68.7 % con
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respecto a su control. Opuestamente en el &rea del hipocampo
se observdé un aumento altamente significativo del 167.5 % en
la poblacidén de sus receptores noradrenérgicos Xy ¥ las --
dreas de amigdala y nicleo caudado presentan la misma tenden
cia de aumento, aunque este cambio es mds significativo en -
la amigdala ya que los porcentajes de las diferencias de su

B ax SO0 159.3 % y 21.1 % respectivamente.
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EFECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN RECEPTORES NORA-
DRENERGICOS o4 , EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA

3 ™ 3 resricos
a .
- TRATADOS
=
3§ wit
3 [
&
80 &
w
-3
[}
[
. 3
-1
2 s}
td

CF cTe Hp Am NC

AREAS CEREBSRALES

Flo. 8. EFECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN RECEPTORES NDRADRENERGICOS b(z EN DIFERENTES AREAS
DEL CEREBRO DE RATA. LA CRAFICA MUEETRA EL EFECTG DEL TRATAMIENTO OF ANFETAMINA CADA 17 HORAS OU
RANTE 10 DIAS DE ADMINISTRACION (0.7% MO/KG] POR V1A INTRADERMICA S08RE LOS RECEPTORES NCRAQRE-
NERG!COS 0{2 DE LAS MEMBRANAS DE CEREBRO DE RATA COM RESPECTO A 5U CRUPD NO TRATADC. LA GRAFICE
MUESTRA LOS VALORES DE B,y (FMOL/MG PROT), EN LAS AREAS CEREBRALES TRABAJADAS: LAS DETERMINACID
NES SE HICIERON POR QUINTUPLICADO EM LAS CONDICIONES YA SENALADAS: CF: CTP: Mp: AM: NC.



EFEGTD ORONIOD DE ANFETANINA EN RECEPTORE S MORADREMEROIODS ©C N Y 0(1 [z ]

AFEAS DEL

OE RATA

BITION OE UNTON AL LIGANDO A PRAZDSINA ( N'l

RPos TESTIOD

GRAUFDE TRATADDS

AREA Boan *o Co. HiLL By Ky

(FMOLING PROTI  {rH) (EMOL/HG BROTE {ret)
©. FRONTAL 02.2 1k 0,96 "’ 0,848
©, TEPOPARIETAL (IR o 8,09 “.e 1.08
HIPOCAMPD 82,8 1.8l 0,08 .8 1.40
AMIGOALA .8 0919 0.99 13,8 1.53
NUCLED CAUBADD (IR 0.003 1.08 27.8 073

BITION CE LMIGN A X 781008 (o )

C. FRONTAL 82.% LAY At 0.8 0.50
C. TEMPOPARIETAL 10,2 18,22 0.00 32.2 .00
HIPOCAMPO %0.9 1.88 0.90 109, 9.5
aM1GoALA 83,1 (B F o.90 10a.8 18.09
NUCLED CALDADO 7. 2.25 0.7% 6.3 w31

Co. HILL

0,99
0,0%
0.99
0.08
t.n

D.88
0.as
0.8
0.91
0.8

CAMBIOS DE
Bmax (%)

.

.

9,21
EL
28,4
80,1
3.8

52.7
68,7
107.5
138.3
2.1

TABLA NO. 1. EFECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN RECEPYORES NORADRENERGICOS ﬂt' Y °<2 EN DI-

2
FERENTES AREAE DEL CEREBRD DE RATA, EL LIGANDOQ ( HI-PRAZOBINA SE UTILIZO PARA LA OETERMINAGION

O€ LOS RECEPTORES NORADRENERGICUE o ) Y PARA LA DETERMINACION DE LUS RECEPTOREB NORADRENERGL--

3
cos n‘? EE UTILIZO EL LIOANOD { H)-RX 781004, 105 VALORES QUE SE REPORTAN OF X (nM) ¥ Bmax -

{FMOL /MG PROTY EON EL RESULTADO DE UN ANALISIS DE REGRESION MULTIPLE NO LINEAL HECHO CON EL PRD

CRAMA LICAMD [MUNSON Y RODBARD 1080). TAMBIEN SE EXPREBAN LOS COEFICIENTEE DE HILL ¥ EN LA CO--

LUMNA DE LA EXTREMA DERECHA BE REFIERE A LA DIFERENCIA PORCENTUAL DEL CAMBID DEL VALOR DE Bmax

DEL GRUPO TRATADO CON RESPECTO A SU Bmax DEL GRUPO TESTIGD.
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4.3 EFBCTO CRONICO DE PRAZOSINA SOBRE LA POBLACION DE RECEP-
TORES NORADRENERGICOS o©X 1’ EN DIFERENTES AREARS DEL CE -
REBRC DE RATA :

Después de la administracidén crdnica de este firmaco,
en las cinco dreas del cerebro se observa que hay un claro
incremento en los receptores noradrendrgicos o< g { ver Fig.
7 } la diferencia de la unién mixima de los grupos testigo
es el de 78.5 % para corteza frontal, 20.6 % para corteza
tempoparietal 6.8 % para la amigdala y 143.3 % para nicleo
caudado. S6lo el drea del hipocampo presentd un decremento
en el nimero de dichos receptores a razén de un 70.6 & -

{ ver Tabla No. 2 }.
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EFECTO CRONICO DE PRAZOSINA EN RECEPTORES NORA-
DRENERGICOS G1,EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO OE RATA
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FlG. 7. _EFECTD CRONICO DE PRAZOSINA EN RECEPTORES NORADRENERGICOS D(I. EN DIFERENTEB AREAS
OEL CEREBRO DE RATA. LA GRAFICA MUESTRA EL EFECTO UEL TRATAMIENTO DE PRAZOSINA CADA 12 HORAS QU
RANTE 10 DIAS DE ADMINISTRACION (1.0 MG/KO! POR VIA INTRAPERITONEAL SOBRE LOS RECERTORES NORADRE
NERGICOS °‘I DE LAS MEMBRANAS O CEREBRO DE RATA CON RESPECTO A SU GRUPG NO TRATADD., LA GRAFICA
MUESTRA LDE VALORES DE Bpayx (FMOL/MG PROTE. EN LAS AREAS CEREBRALES TRABAJADAS: LAS DETERMINACIO

NES 86 HICIERON POR QUINTUPLIGADD EN LAS CONDICIONES YA SERALADAG., CF: CTP; Hp: Am: NG.



4.4 EFECTO CRONICO DE PRAZOSINA SOBRE LA POBLACION DE RE-
CEPTORES NORADRENERGICOS ©< 5+, EN DIFERENTES AREAS DEL

CEREBRO DE RATA :

En la fig. 8 se observan los cambios de los receptores
a5 producidos por el tratamiento con prazosina en las di-
ferentes areas del cerebro de rata analizadas. El1 nimero de
estos receptores se ve disminuido después de la administra-
cidn de prazosina en la siguiente forma: corteza frontal con
un 19.0 %, corteza tempoparietal con 74.7 % e hipocampo con
un 37.0 ®. En cambio este efecto es opuesto para las dreas
de la amigdala y del ndcleu caudado ya que aumentan la pobla
¢idén de receptores del tipo o¢,- Las diferencias de la Blhax
de los grupos tratados fueron del 14.8 % y 135.7 % respecti-

vamente ( ver Tabla No. 2 ).
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EFECTO CRONICO DE PRAZOSINA EN RECEPTORES NORA-
DRENERGICOS G5,EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA
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FIG. B. EFECTD CRONICO DE PRAZOSINA EN RECEPTORES NORADREMERD]COB Gt,. EN OIFERENTES AREAB
OEL CEREBRO DE RATA, LA GRAFICA MUEBTRA EL EFECTO DEL TRATAMIENTO DE PRAZOSINA CADA 12 HORAS DU-
RANTE 10 DIAS DE ADMINISTRACION {! MO/KG) POR VIA INTRAPERTONEAL. BDBRE LOS RECEPTORES NORACRE--
NERGICOS o« 2 DE LAS MEMBRANAS DE CEREBRO DE AATA COM RESPECTD A §U GRUPD ND TRATADO. LA GRAFICA
MUESTRA LOS VALORES CE Byax (FMOL/MB PROTI, EN LAS AREAS CEREBRALES TRABAJADAS: LAS DETERMINACIGQ

NES BE WICIERDN POR OUINTUPLICADD EN LAB COMDICIONES Y4 BERALADAS. CF: CTP: Hp: Am: NG.
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EFECTO CRoMit0 DE BOBRE LD L 4 0(!.
DIFERENTES AREAS [E] CEREPRD DE RATA

SITION DE UNION A PRAZORINA ( o< I‘

GRUPOE TERT1GD ORFPOS TRATADOS
AREA Bess x Co. wiLL Baax. K Co. wiLL CAMB1O8 DE
{FHOL /MO PROT (lﬁ) LFHDL /MO PROTS (la) Bmax (%}
C. FRONTAL 2.3 1,87 0.9% %.8 1.78 2.38 . 70,87
C. TEMPOPARIETAL EERL) 1,20 0.9¢ %0.3 ?.70 °.00 - 9,03
HIPOCaMPO 82,0 0.1% 1.09 4.1 0.3% c.88 - 70.8
MM ODALA n.? 0.30 .8 2.8 . 0.8% . s.e}
NUCLEQ CAUDADD 3. 0.20 1.07 2.0 0.93 0.a6 + 143,28
STTIUS DE LNION A
C. FRONTAL 122,10 6.33 0.8) 99.0 3.0% z.97 - 19.02
C. TEMPOPARIETAL 38,0 1.20 0.98 80,3 6,03 b.a2 - 8,88
HIPOCAMPD 1038 7.52 0.98 888 §.3e n.oe - 6.498
eMIaCALA 121,8 2.08 1,08 1310.8 .48 0.07 . 18.8
MUCLED 43,7 2.0 1,92 103.0 8,98 S.88 « 135.8%

TASLA ND. 1, EFECTO CROMICO DE PRAZOSINA EN RECEPTCRES NOARAORENERGICOS B(‘ Y Nl‘ EN DIFEREN-
JES AAEAR DEL CEREBRO DR RATA, EL 118ANGQ (:Nl » PRAZDXINA SE UVILIZO PARA LA OETERMIMACION DE LOS RE
CEPTORES NORADRENERGICAS ©¢, Y PARA LA DETERMINACION OE LOS RECEFTOREB NORADRENERGICIS o¢ , SE UL~
20 EL LIDaMDOD (:MI - AX 7B1004, LOS VALOAER QUE SE REPORTAN DE KD {+M] ¥ Bmax [FMOL/MG PROT) SON EL -
RESULTADO OE UN ANALIGIS DE REGRESION MULTIPLE MO LINEAL HECHO CON EL PROORAML LIGANG [MUNSON ¥ ROD-
BARD 19001, TAMBIEN SE EXPRESAN LOS COEFICIENTES DE HILL Y EN LA COLUMNA OFE LA EXTREMA OERECHA SE RE-
FIERE A LA DIFERENCIA PROCENTUAL OEL CAMBIQ DE VALOR DE Bmax DFL ORUPO TRATADD CON RESPECTO A Su Bosx

DEL GRUPO TERTIGO.
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4.5 EFPECTO CRONICO DE ATIPAMEZOLE SOBRE LA POBLACION DE
LOS RECEPTORES NORADRENERGICOS <y EN DIFERENTES —
ARPAS DEL CEREBRO DE RATA :

Existe una clara tendencia general a incrementar el nd-
mero de receptores noradrenérgicos °‘l' ésto se puede obser-
var en la Fig. 9 ya que del total de las cinco dreas cerebra
les, solo en hipocampo se comporta en forma contraria, aunque
este cambio no es tan significativo como algunos de los incre

mentos referidos.

Los valcores de Bmax de los grupos tratados como superic-
res a sus respectivos grupos testigos en las dreas de corteza
tempoparietal, corteza frontal, amigdala y nicleoc caudado dan
do diferencias positivas del 28.6 %, 45.4 ¥, 54.0 % y 73.6 %

en mismo orden.

La Unica diferencia negativa es del 16.2 % correspondien

te al drea del hipocampo ( Tabla No. 3 ).
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EFECTO CRONICO DE ATIPAMEZOLE EN RECEPTORES NORA-
DRENERGICOS ¢;,EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA
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F3G, ¥, EFECTO CRONICO DE ATIPAMEZOLE EN RECEPTORES NORADRENERGICOS °<‘ EN DIFERENTEE AREAS
DCEL CEREBRO DE RATA, LA QRAFICA MUESTRA EL EFECTO DEL TRATAMIENTQ DE ATIPAMEZOLE CADA 12 HORAS DU
RANTE 1@ DIAS DE AGMINISTRACION (3,8 MGsKG] POR VIA INTRAPERITONEAL SOBRE LOS RECEPTORES NORADRE-
NERGICOS h<| DE LAS MEMBRANAS DE CEREBRD DE RATA CON RESPECTO A SU GRUPD NO TRATADD. LA CRAFICA
MUESTRA LOS VALORES B,y [FMOL/MG PRDT), EN LAG AREAS CEREBRALES TRABAJADAS. LAS OETERMINACIONESB
SE MICIERON POR QUINTUPLICADD EN LAS CONGICIONES YA SENALADAS: CF: CTP: Hp: Ami NC.
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4.6 EFECTO CRONICO DE ATIPAMEZOLE SOBRE LA POBLACION DE
RECEPTORES NORADRENERGICOS 0‘2 EN DIFERENTES AREAS

DEL CEREBRO DE RATA :

Aqui se observa una importante disminucidn de recepto-
res con respecto al grupo testigo en la mayoria de las &dreas
cerebrales a excepcién del nidcleo caudado, donde se elevan
los niveles de este tipo de receptores ( ver Fig. 10 ). La
magnitud en gue ge disminuyen los niveles de este tipo de re
ceptores es 36.2 % para hipocampo, de 69.7 % para amigdala,
de 77.5 % para corteza frontal y de 86.9 ¥ para corteza tem~
poparietal y solo nicleo caudado tiene una disminucidén posi-

tiva.del 3.6 % ( Tabla No. 3 ).
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EFECTO CRONICO DE  ATIPAMEZOLE EN RECEPTORES NORA-.
DRENERGICOS @y . EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA
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FIG. 10. EFECYD CRONICO DE ATIPAME20LE EN RECEPTORES NDRADRENERGICOS Btz EN DIFERENTES AREAS
DEL CEREBRD DE RATA. LA GRAFICA MUESTRA EL EFECTO DEL TRAYAMIENTO DE ATIPAMEZOLE CADA 12 HORAE OU-
RANTE 10 OIAS DE ADMINISTRACION (3.8 MG/KG] POR VIA INTRAPERITONWEAL EOBRE LOS RECERTORES NORADRENER
GICO5 o 2 DE LAS MEMBRANAE OE CEREBRD DE RATA CON RESPECTO A SU BARUPO NO TRATADO. LA ORAFICA MUES
TRA LOB VALORES OE BMax [FMOL/MG PROT). EN LAS AREAS CEREBRALES TRABAJADAS, LAS DETERMINACIONES SE

HIGIERON POR QUINTUPLICAUGD EN LAS CONOICIONES YA SERALADAS: CF: CTP: Hp; Am: NC.
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EFECTD CRONICD OE AVIFAMEZOLE BOBRE LO§ RECEFTURES NMORADRENERD!O08 N. 1 4 0(,.
OE OIF AREAS DEL OE RATA

GITION OE UNIGM A PRAZORIMA I o 'l

—CORUPDE TEATION. —ORPOG TRATADON
AREA Bmax Ku Bmax L") CamBl10 DE
[FOL /MG PROT) M) Co. HILL | FMOLrHg PROT) () Co. HILL Bmax (x)
C. FRONTAL up.8 0,71 t.04 240 1.8¢ 1.00 . 4.y
. TEMPOPARIETAL au, b 1,62 0.97 L] t.78 0.08 - 8.8
HIPOCAMPD ara 1.08 .00 .2 1.32 a.97 - 18.2
AMIBOALA as.0 a.98 0.08 §4.0 1.82 o.qm 3 3,0
NUCLED CAUDADD 18.7 0.30 0.88 20.0 o.e9 0.87 . 73.8
SITIOS OE UNION A X 7RI06% [ OC zl
£. FRONTAL 3.8 4,00 0.97 7.0 0,504 0.7 - 77.5
C. TEMPOPARIETAL 1.4 5.40 o.er 0.7 e.720 0.83 - 8e.@
HIPOCAMPO EL ] .16 .90 21,9 §.88 0,98 - 8.2
aMIonALA 208,90 1,08 0,90 82,0 2,08 .00 - 8g.7
NUCLED CALBADD 33,0 3,38 0,93 43,0 1t.62 0.6% - 0.8

TABLA NO, ). EFECTO CRONJCO OE AT!PAMEZOLE EN RECEPTORES NDRADRENERG!COS G(' Y o< 2 EN DI~

3
FERENTES AREAR DEL CEREBRO DE RATA. EL LIGANGO { M) « PRAZOSINA EE UTILIZO PARA LA OETERMINACION -
DE LO8 RECEPTOREN NORADRENERGICOS a‘l Y PARA LA OETERMINACION DE LOS RECERTORES NORAORENERGICOS =

3
afz SE UTILIZO EL L.102MOO [ KI-RX 7&1004. LOS VALORES QUE SE REFORTAN DE Kp [nM) Y Bmax (FMOL/MG

PROT) SON EL RESULTADO DE UN ANALIBIS DE REGREEION MUCTIPLE NO LINEAL HECHMO EN EL PROGRAMA LIGANO
(MUNEON Y ROUBARD 19080), TAMBIEN 8E EXPRESAN LUS COEFJCIENTES DE HILL Y EN LA COLLMNA OE LA EXTRE

HA DERECHA 5€ REFIERE A LA DIFERENCIA PROCENTUAL DEL CAMBIO DEL VALOR DE Bmax DEL GRUPQ TRATADO

CON RESPECTO A SU Bmax DEL GRUPO TESTIGO.

52



4.7 CONSTANTES DE DISOCIACION :

En relacidn a los valores de las constantes de disocia-
cién que aparecen en las Tablas 1, 2 y 3, se observa que to-
dos caen en rangos de concentracicnes nanomolares, leo cual
nos habla no sdlo de su especificidad, sino también nos su--
glere gue al obtener valores tan pequenos la reaccién alcan-
26 su equilibrio y las concentraciones del ligando no fueron

limitantes y alcanzd la saturacién.

Se observaron algunos cambios de los valores de Kd para
los receptores noradrenérgicos o< 5 tratados con anfetamina
en el area de corteza frontal, el valor de su grupoc testigo
es de 3.19 nM y para el grupo tratado es de 0.50 nM, lo mis-
mo se observa para el drea de corteza tempoparietal donde --
los Ky son para el grupo testigo de 16.2 nM y para el grupo
tratado 3.0 nM. Lo contrario se observa en el Aarea del hipo-
campo teniendo valores de K, en el grupo testigo de 1.85 nM
y para el grupo tratado de 9.51 nM, de igual manera se ve -
péra el drea de la amigdala asi el grupo testigo se observan
los valores de Kd de 1.33 nM y para el grupo tratado dicho
valor es de 16.69 nM, en el niicleo caudado no es significati

vo este cambio. Por otra parte en los receptores noradrenér-
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gicos o<, tratados con anfetamina no se encontraron cambios
significativos de sus constantes de disociacidn con respec-

to a su grupo testigo,

En el grupe de ratas tratadas con prazosina nu hubo cam
bios significativos de las constantes de disociacidn de los
receptores noradrendrgicos ©<,, &n relacidn a sus grupos tes
tigo. Para el grupo de ratas tratadas con prazosina, tampoco
se observaron cambios significativos en los valores de Kd en
las diferentes dreas analizadas para receptores noradrenérgi

cos “2.

En la determinacidn de los grupos tratados con atipame-
zole no se observaron los cambios significativos de dichos -
valores de Ky con respecto a sus correspondientes grupos tes
tigo. Algo similar se encontrd para los receptores noradrenér-
gicos o<y @ excepcidn de las dreas de corteza tempoparietal
con valores de las Kd para el grupo testigo de 5.4 nM y para
el grupo tratado de 0.72 nM. En el drea de nicleo caudado por
el contrario el valor de Kd del grupo control fué de 3.35 nM
y de 11.62 nM para el grupo tratado. En terminos generales =~
puede decirse que se observaron pocos cambios en las Kd por
los diferentes tratamientos con fdrmacos y en las diferentes
dreas cerébrales analizadas. En la mayoria de los casos no
se observan cambios significativos.
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5. DISCUSION

La [ Iy ]-Prazosina se une reversible y Sptimamente alre
dedor de pH 7, a una clase de receptor en membranas cerebrales
con un valor de K, de 2 nM~!. Estos sities tiepen alta afini-
dad para los antagonistas pero relativamente baja afinidad --
por agonistas ( Honong R., Presek P. y Glomann H. 1979 }. El
rango de orden de potencia de agonistas y antagonistas sugie-
re que los sitios a prazosina tienen un perfil similar a los

sitios clasificados como receptores noradrenérgicos o g4 { Ho-

nong R., Presek P., y Glomann H. 1979 }.

Se usd el ligando | Iy ]-RX 781094 : Clorhidrato de { 1,
4-6,7(°H]benzodioxan-2-il ) -2-Imidazolino, porque es un ra--
dioligando especifico antagonista ot,i éste se ha usado para
caracterizar los receptores noradrenérgicos o¢, en membranas
corticales de rata. La unidén del [ZH]—RX781094 es reversible,
saturable y esterecegpecifica, marca con alta afinidad a una
sola poblacién de sitios no interactuantes. El valor de su Ky
fue 3.9 + 0.4 nM y su B .y 189 % 13.4 fmol/mg proteina ( Pi -

moule C. 1983 ).
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En el presente estudio, nosotros determinamos la existen
cia de cambios en la densidad de los adrenoreceptores o, ¥
ocy producidos por la administracidn semicrénica de prazosi-

na, atipamezole y anfetamina. Basados en los valores de Bm .

ax
sugerimos que los ligandos [3H]-Prazosina y [3H]—Rx781094 fue
ron selectivamente unidos a los adrenoreceptores IR Ty

respectivamente. Sin embargo, nosotros no conocemos hasta que
punto, cualesquiera de estos ligandos muestren alguna especi-
ficidad por los subtipos adrenoreceptores ol pr S gr S

=t 9pt particularmente bajo las presentes condiciones y en las
diferentes dreas de cerebro de rata analizadas. Tampoco pode-
mos decir con certeza, si estos cambios de receptores ocurren

en receptores postsindpticos, receptores somatodendriticos,

auto o heteroreceptores.

Los cambios encontrades después del tratamiento crdnico
con anfetamina por via intradérmica ( 0.75 mg/kg cada 12 horas
durante 10 dias ), indicaron una clara tendencia hacia una --
disminucidn de la poblacién de receptores o2&, en las dreas de
corteza frontal y tempoparietal, hipocampo y nicleo caudado.
En la amigdala se encontré una tendencia opuesta, como se ob-

gerva en la grdfica No. 5. En ésta se muestra la magnitud de
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los cambios porcentuales de cada drea tratada, con respecto a
su control, indicando que s{ hay una diferencia importante --
con el efecto agonista indirecto de la anfetamina, sobre los

receptores noradrenérgicos.

El efecto de la anfetamina en los receptores ~, estd de
acuerdo con el hecho de que esta droga incrementa los niveles
de noradrenalina en el espacio intersindptico. Por otra parte,
el efecto de esta droga sobre los receptores ¢ 5 en certeza -
estd de acuerdo con lo esperado, perc no en el caso de hipo--

campo, amigdala y niucleo caudado.

Se ha reportado que la anfetamina bloguea la recaptura
presindptica de noradrenalina, como nosotros sabemos la nora-
drenalina interactda con todos los adrenoreceptores conocidos,
pero puede tepner una funcidn agonista o antagonista dependien
do del tipo de receptor con el cual interactida, por consigui
ente es claro gue no tiene ninguna selectividad por algin adre
noreceptor en particular, lo que en parte podria explicar los

hallazgos no esperados.

Cuando se determind la poblacién de los receptores nora-

drenérgicos oc¢, se hizo el mismo tratamiento, pero se usd un
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ligando diferente, el [3H]— RX781094., En este caso se cbtuvo
un aumento de dichos receptores en las dreas de hipocampo, a-
migdala, y nicleo caudado, por el contrario se vid un efecto

opuesto para las dreas de corteza frontal y corteza tempopa--
rietal ( ver grifica 6 ). En general, el comportamiento de -
los receptores o, fue aumentar su poblacién, esto en relacidn
a su grupo testigo, siendo los cambios estadisticamente signi
ficativos en hipocampo y amigdala. En general, los valores re
sultantes respaldan el comportamiento esperado para este fdar-
maco, con un efecto agonista indirecte para los receptores ng
radrenérgicos ;s ¥ un posible efecto antagonista para los -
receptores <<, en la corteza frontal y tempoparietal pero no
en hipocampo, amigdala ni nicleo caudado. A nivel bioguimico,

no es sorprendente gue las anfetaminas y los compuestos rela
cionados interactien con las neuronas que contienen catecola-
mina, ya que las anfetaminas son andlogos estructurales muy

parecidos a las catecolaminas. Sin embargo, no habia una --

prueba clara de que la anfetamina produjera su efecto sobre -
el sistema nervioso central, por un mecanismo de catecolamina
hasta que se demostrdé que la o<~ metil, p-tirosina prevenia

la mayor parte de los efectos de la D-anfetamina. Ademds la -

anfetamina parece inhibir el disparo de las neuronas del locus
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coeruvleus., Esto se debe en parte, a la interaccidn de éstos a
gentes adrenérgicos con los autorreceptores localizados en -
los cuerpos de neuronas noradrenérgicas o de sus dentritas en
el locus coeruleus ( Cooper Hack R. 1984 ). Esta inhibicién -
produciria un incremento en la poblacidén de receptores 2 de
corteza. Alin si se consideran todos los modos de accidn suge-
ridos para la anfetamina; inhibicidn de la recaptura de cate-
colaminas, inhibicidn de la monoaminooxidasa, desplazamiento

de la noradrenalina de los sitios de almacenamiento liberdndg
la al espacio intersindptico, al parecer ejercen una accidn -
compatible con la hipdtesis mencionada, ya que los resultados
netos de todas estas acciones producen un incremento temporal
de noradrenalina en el espacio intersindptico, ejerciendo una
accién estimuladora directa sobre los adrenoreceptores =<qr ¥
una inhibicidn en los o¢,. Por otra parte, la administracidn

crénica de anfetamina puede a su vez producir una disminucién
crénica del transmisor o una inactividad prolongada de las =~
neuronas noradrendrgicas, lo gque podria relacionarse con la -

observacidn clinica de la tolerancia a la anfetamina o a la -
bien conocida depresidn postestimulatoria o a la fatiga que se
observa después de la administracidn crdnica de esta clase de

medicamentos ( Cooper Jack R. 1984 ).
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Otro factor que pudo haber modificado los resultados es-—
perados, es el stress, pues cuando este es significativo, tam
bién aumenta el recambio de noradrenalina en el sistema ner —
vioso central, le que es el resultado de un incremento de la

actividad de las neuronas noradrenérgicas.

El seqgundo fdrmaco que se utilizé fue la Prazosina, a una
dosis de 1 mg/Kg de peso, durante 10 dias cada 12 horas por -
via intraperitoneal, para ver su efecto sobre los receptores
noradrenérgicos S Y S, de las membranas del cerebro de ra-
ta. En las cinco dreas cerebrales ( corteza frontal, corteza
temporarietal, hipocampo, amigdala y nidcleo caudado )}, se ob-
servé un claro incremento de los receptores noradrenérgicos
&<, con respecto a su grupo no tratado ( ver Fig. 7 ). Noso-
tros esperdbamos un aumento en el nimero de receptores nora--

drenérgicos oy, obteniendo asi los resultados esperados.

Para la determinacidn la poblacidn de receptores noradre
nérgicos =<, después de la administracidn crdénica de prasozi-
na, se utilizé como ligando el [3H]—Rx781094 { ver Fig. 8 3,
Y en este caso, el nimero de estos receptores se ve disminui-

do en las Areas de corteza frontal, coteza tempoparietal e
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hipocampo, en cambio este efecto es opuesto para las dreas de
amfgdala y nicleo caudado, puesto que se encontrd un aumento
del nimero de receptores o<, con respecto a los grupos no tra
tados. Esperabamos un decremento en los receptores c<2 ya gue
es exceso de noradrenalina en el espacio intersindptico causa
do por el blogueo de ol s debia producir una disminucidn de

los receptores a<2. Ver posible explicacidén mds adelante.

El tercer fdrmaco que se administrd para este estudie -
fue Atipamezole a una dosis de 3.5 mg/Kg de peso por 10 dias
cada 12 horas por via intraperitoneal, el cual es un antago-
nista de los receptores noradrenédrgicos =g ( Schinin y Mac
Donals 1988 ). El efecto crénico de atipamezole sobre la po-
blacidn de los receptores noradrenérgicos o¢ ;. en diferentes
dreas del cerebro de rata, en general, mostrd una tendencia a
incrementar su ndmero en las dreas de corteza frontal, corteza
tempoparietal, amigdala, ndcleo caudado, a excepcidn del area
de hipocampo donde se observd una disminucidén del nimero de
receptores, aunque este cambio no es tan significativo como el

de las dreas antes mencionadas.

En la determinacién de los receptores noradrendrgicos e<2
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se observd, una importante disminucidén de estos receptores, -
en las dreas de corteza frontal, corteza tempoparietal, hipo-
campo y amigdala, a excepcién del drea de nicleo caudado. Es-
to, no concuerda con lo que esperabamos. Ver posible explica-

cién mds adelante.

Bl haber obtenlido cambios poblacionales de los recepto-
res o, ¥ =X, noradrenérgicos es indicativo, de que los tres
farmacos utilizados tienen un clare y definido efecto sobre -

estos dos subtipos de receptores.

Algunos estudios parecen demostrar gue podria existir =
por lo menos en ciertos organos, receptores o<y presindpticos,
en cualquier caso, la presencia de estos es todavia hipotéti-
ca. Sabemos que los receptores noradrenérgicos o<, se locali-

zan postsindpticamente y los receptores =<, presindpticamente.

Recientemente ha sido evidente gue los receptores nora-
drendérgicos <y pueden ser subdivididos uniformemente dentre
de cuatro posibles subtipos. En un andlisis detallado de estu
dios de unién con radioligandos en una variedad de tejidos,

Bylund propiso, la existencia de dos poblaciones de receptores
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noraarenérgicos °<2 los cuales fueron llamades °‘2A Yy °‘éB’
ambos subtipos tienen alta afinidad por yohimbina y rauwolsci
na, pero sorpresivamente los antagonistas selectivos a recep-
tores oc, asi como varios andlogos estructurales tienen alta
afinidad por el subtipo g Como tal, la prazosina es tam-
bién un valiosc instrumento farmacoldgico para discriminar
entre varios subtipos de receptores o<q. Usando un andlisis
similar, recientemente se ha propuesto que subtipos adiciona-
les de los receptores ol pueden existir; los que tentativa-
mente han sido llamados oo ¥ °‘2D ¥y que actualmente estdn -
giendo investigados. Lo anterior podria explicar en parte al-
gunos cambios de la poblacién de los adrenoreceptores oc, Prg

ducidos por el tratamiento con atipamezole.

Gracias también a la ayuda de estudios por clonacidn mole
cular en lineas celulares se ha propuesto la existencia de los

subtipos HKopr oCp ¥ oo { Bylund 1992 ).

Por otra parte ya mencionamos que el idazoxan es un anta
gonista relativamente especifico a los receptores noradrenér-
gices o5+ auhque se ha dicho que puede poseer algiin agonismo

parcial en los receptores noradrendrgicos Lt
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Adicionalmente estudios electrofisioldgicos de células
han mostrado la presencia de adrenoreceptores 2 postsindp-
ticos en terminales preganglionares simpdticas y neuronas de
amigdala ( Curet y Montigny 1988 ). Esta informacidn también
debe de tomarse en consideracidn para una posible explicacidn

de nuestros hallazgos.

Menkes y Baraban 1981 mencionaban que hay evidencia de -
que la prazosina puede cruzar la barrera hematoencéfalica au-
mentande la posibilidad de un sitio central de su accidn car-
diovascular. Recientemente se ha determinado que la prazosina
puede reducir el flujo nervioso simpdtico de la espina dorsal
por blogqueo de los adrenoreceptores ¢, aun indeterminado
sitio dentro del sistema nervioso central ( Call y Humphrey,

1981 ).

Nuestros resultados concuerdan con los estudios hechos
por Menkes y Baraban 1981 que proveen evidencia fisioldgica
de que la prazosina administrada sistemdticamente causa un se
lectivo bloqueo de los adrenoreceptores cerebrales a dosis

dentro del rango usado clinicamente.
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Como cualquier proteina, los receptores son permanente-
mente degradados y sintetizados. Asi pues, 1a concentracidn
de un receptor puede ser modulada por modificacién bien de su
sintesis, &6 bien de su degradacién. A esta posibilidad de re-
gulacidn funcional se anaden otras como son la sensibiliza-
cidn-desensibilizacidn. Adn en el casc de gue no se detectaran
cambios significativos en la poblacidn de un receptor puede -
estar presente el fendmeno de desensibilizacidn o sensibiliza
¢ién, los cuales se producen en el momento de una estimulacidn
excesiva o nula de estos receptores respectivamente. Estos cam
bios en la sensibilidad de los adrenoreceptores se caracteri-
zan escencialmente por una perdida o por un incremento de la
capacidad de algunos receptores de inducir respuestas biocldgi
cas especificas en : Canales idnicos, sistemas de segundos -
mensajeros ( mds cominmente a través de una proteina G ) etc.,

modificando las funciones del receptor.
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6. CONCLUSIONES

Después de la administracidn sistémica crénica de fdr
macos agonistas y antagonistas de adrenoreceptores %, uti-
lizando las dreas de corteza frontal, corteza tempoparietal,
hipecampo, amigdala y ntcleo caudado del cerebro de rata, -
8e hicieron curvas de saturacidn a diferentes concentracio-
nes de ligandos especificos, con 2llo se determind cuantita
tivamente los cambios poblacionales {( Bmax ) de los recepto
res o, y oc, noradrenérgicos, asi como también sus coefi-=-
cientes de Hill y constantes de disociacidn por medio de un

andlisis de regresidn miltiple no lineal.

Podemos decir, gue los resultados asi obtenidos son -
estadisticamente significatives y experimentalmente cumplen
con las condiciones necesarias, ya que se alcanzd un estado
de saturacidén del receptor a sus ligandos en la mayoria de
los casos y ademds no se observd ningun efecto de cooperati
vidad, que pudiera indicar la existencia de otro tipo de re

ceptores.
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La distribucidn de ambos receptores noradrenérgicos
<) ¥ ©F, no es homogénea en las diferentes dreas cerebra-

les analizadas, ni en su ndimero, ni con respecto a su loca-

lizacién en la sindpsis.

Puesto que la finalidad de este trabajo fué ver si —-
hay modulacidén de los receptores o< del sistema noradrenér
gico por medio de la administracidn de fdrmacos especificos,
como los que agui se utilizaron, se encontrd que si se obser

v6é dicho efecto.

Asi a través de la accidn crdnica de la anfetamina y
prazosina, se ejerce una modulacidn sobre estos receptores.
Algo similar ocurre con el fdrmaco atipamezole. Sin embarge
con este farmaco, al menos parcialmente los hallazgos estan
en oposicién a lo esperado. Las razones por lo gue los cam-
bios de los receptores o<¢, ¥ o<, en este caso no son los es
perados, pudiera ser debido a la existencia de diferentes -
especies o subtipos de receptores oy Y o¢, o a diferentes
cantidades y/o cualidades de algunos moduladores enddgenos

de dichos receptores.
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El desarrolle de herramientas farmacoldégicas, como la
técnica de " Unidn " con ligandes marcados hace posible la
deteccidén de cambios en las poblaciones de los receptores -
noradrenérgicos en una variedad de drganos. Como tales, los
receptores noradrenérgicos o, Y ey han llegado‘a ser un -
importantes blanco terapdutico para el desarrollo de nuevos
y mds especificos fdrmacos que puedan ser ltilegs en el tra-

tamiento de ciertas enfermedades humanas.
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7. ABREVIATURAS

Am: Amigdala
B: Ligande Unido
Brax? Nimero maximo de sitios de unidn
°C: Grado centigrado
CF: Corteza Frontal
Ci: Curies"
Co. Hili: Coeficiente de Hill
CTP: Corteza tempoparietal
: Ligando libre
Fig.: Figura
fmol: Fentomol
g Gramo
g/l: Gramo por litro
Hp: Hipocampo
Kg: Kilogramo
Kd: Constante de disocianién
Mz Molar
mg: Miligramo
ml: ' Mililitro
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mms
_mM:

mmol:

PMSF:

POPOP:
PPO:
prot.:
p/v:

rpm:

Milimetro

Milimolar -
Milimol

Micragramo

Microlitro

Micromolar

Nucleo Caudado

Nanomolar

Fenil metil sulfonil fluoruro
[tr4-bis({5~-fenil-2~oxazolin)-benceno;2,2"'-p-~
fenilen-bi(5-fenil oxazol)!

2,~-5-difenil oxazol

Proteina

Peso/volumen

Revoluciones por minuto
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