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l. OBJETIVOS 

- Determinar cuantitativamente por la técnica de "Unión" 

(Binding) la población de receptores noradrenér9icos oe. 1 
y 0(

2
, y sus constantes de afinidad en diferentes áreas 

del cerebro de la rata. 

- Administrar crónicamente fármacos agonistas y ahtagonistas 

a dichos receptores para determinar su acción sobre éstos. 

- Demostrar si hay modulación con estos fármacos (Anfetamina, 

Prazosina y Atipamezole) y por ende en la neurotransmisión 

respectiva por receptores o<. 1 y 0( 2 noradrenérgicos. 

- En caso de encontrar que existe modulación de la población 

de receptores noradrenérgicos OC, determinar si es del mis

mo tipo en las diferentes áreas del cerebro de rata. 

- A través de los objetivos anteriores tratar de conocer me

jor como trabaja el sistema noradrenérgico en relación al 

funcionamiento del cerebro. 



2. I N T R o D u e e I o N 

Dentro del sistema nervioso central se localiza el 

llamado sistema noradrenérgico, el cual se ha visto que 

regula funciones fisiológicas como sueño Hobson 1976; 

Jouvet 1969 ), aprendizaje ( Flood 1976; Crow 1976 ), me

moria ( Flood 1976 ), emoción ( Redmon 1977 ), despertar 

( Segal 1976; y 1978 ) y funciones cardiovasculares ( Snyder 

1975 ). Como las bases neurofisiológicas de estas fun~iones 

no se conocen bien, los detalles de la participación de la 

noradrenalina en dichos fenómenos quedan por ser délucidados. 

El sistema nervioso autónomo también tiene receptores 

noradrenérgicos ( Bacq y Fisher 1947 ). En general, el sis

tema nervioso autónomo regula las actividades de estructu

ras que no están bajo el control voluntario y que habitual

mente funcionan por debajo del nivel consciente. Así es que 

las funciones cardiovasculares, presión arterial, respirato

ria, circulatoria, digestiva, temperatura corporal, metabó

lica, y las secreciones de ciertas glándulas endócrinas y 

exócrinas están reguladas al menos en forma parcial por el 

sistema nervioso autónomo ( Cannon 1921 y 1929 }. Por esta 

razón el equilibrio del medio interno del organismo está 



controlado en gran parte por este sistema. 

El conocimiento de la localización y función de las 

neuronas y vías noradrenérgicas ha progresado rápidamente, 

gracias al desarrollo de procedimientos de histofluorescen

cia con vapor de formaldehído ( DahlstrOm 1964; Lindvall 

1978; Falck 1962 ), técnicas de inmunohistoquímicas ( Geffen 

1969 ) y técnicas de inmunocitoquímica ( Sternberger 1979; 

Grzanna 1978 ). Concentraciones relativamente grandes de 

noradrenalina aparecen dentro del hipotálamo y en ciertas 

zonas del sistema límbico ( Brownstein 1974 ), así como en 

el núcleo central de la amígdala { Lindvall 1978 y la cir-

convolución dentada del hipocampo ( Koda 1977 ). Pero esta 

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 nú

cleo localizado en la protuberancia el " locus coeruleus " 

( l\maral 1977 ó bien en neuronas de la porción tegmental 

lateral de la formación reticular (Meare 1982 ). Desde estas 

neuronas, múltiples proyecciones ramificadas inervan células 

efectoras específicas en gran número 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 tálamo y a varias zonas corti

cales, pero la funci6n de estas regiones efectoras no se in

terrumpe cuando las fibras noradrenérgicas se destruyen exp~ 

rimentalmente indicando que las neuronas noradrenérgicas 

forman una estructura funcionalmente paralela, pero no jera~ 

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 

envían proyecciones especialmente a estructuras neocorticales 

( Savaki 1982 ). Entre las regiones que se encuentran íner

vadas están la neocorteza, hipocampo, tálamo y cerebelo 

( Lindvall 1978 ). También el núcleo intersticial de la es

tría terminales recibe una densa inervaci6n noradrenérgica y 

tiene conecciones con los núcleos septal, preóptico, hipota

lámico y áreas amigdaloides y del tractus solitarius ya que 

toda esta región del encéfalo es rica en cuerpos celulares 

y terminales nerviosas que contienen noradrenalina ( Savaki 

1982 J. 

Por estudios histoquírnicos se revela que en el cerebro 

de rata la noradrenalina, dopamir.a y serotonina se localizan 

en sistemas específicos de neuronas, dando así un firme apo-



yo a la visión de que estas sustancias pueden servir como 

transmisores en algunas sinápsis del sistema nervioso cen-

tral. 

Ahlquist ( 1948 ) propuso que existen dos clases de 

receptores noradrenérgicos,oi y /3. Lande y cols., (1967 

descubrieron que la clase de receptores/3 consiste en dos 

subtiposs ¡1 1 responsable escencialmente de la estimulación 

cardiaca y depresión intestinal; y 13 2 responsable de la 

acción depresora sobre bronquios broncodilatación ) y ar-

teriolas ( vasodilatación ). 

La primera propuesta de la subclasif icación de los re

ceptores noradrenérgicos o< dentro de las categorías o<
1 

y 

0( 2 fué hecha por Langer en 1974 ( Langer 1974 ). El tipo 

e.e 1 es referido como un receptor postsináptico o<., el cuál 

inicia la respuesta de tejidos efectores, mientras que el 

tipo o< 2 constituye el receptor presináptico o(, Berthelsen 

y Pettinger ( 1977 } propusieron una clasificación similar, 

pero sobre una base funcional en vez de una base anatómica a 

fin de explicar la posibilidad de que los receptores 0( 2 

puede también ocurrir tambien en otras regiones de la neurona 

además del área presináptica. 



Posteriormente Starke y Langer ( 1979 ) puntualizaron -

que los receptores presinápticos son definidos por la función 

que ellos controlan, la modulación de la liberación del tran~ 

misar, mientras que los receptores noradrenérqicos 0(
2 

están 

caracterizados y definidos por sus relativas afinidades por 

agonistas y antagonistas. Por lo tanto, el término receptor 

noradrenérgico o< 2 debe ser usado en el contexto de sus ca

racterísticas farmacológicas. La subclasificaión de loe re

ceptores noradrenérgicos oc es por lo tanto independiente de 

su localización anatómica y es basado exclusivamente sobre -

las características farmacológicas. Así que los receptores 

del tipo excitatorio son designados o< 1 y los del tipo inh! 

bitorio, o<. 2 es ahora ampliamente aceptada ( Melchiorre 

1980 ). 

Las diferencias farmacológicas entre receptores noradr~ 

nérgicos o< presinápticos y postsinápticos tiene implicacio

nes funcionales importantes, porque la liberación modulada -

por receptores presinápticos y es posible activarla o bloqu~ 

arla selectivamente por agonistas o antagonistas administra

dos para modificar la liberación de noradrenalina, con pequ~ 

nos o insignificantes efectos sobre los correspondientes re

ceptores O( postsinápticos ( Langer 1981 ) . 

6 



Como ya se ha dicho existen receptores noradrenérgicos 

postsinápticos y receptores noradrenérgicos presinápticos, 

cuya estimulación puede regular la liberación del transmisor 

químico noradrenalina por estimulación nerviosa, constitu

yendo mecanismos de retroalimentación ( Langer 1981 ). Es 

así que una vez liberada la noradrenalina, si alcanza concen

traciones elevadas en la hendidura sináptica estimula recep

tores presinápticos que llevan una inhibición de dicha libe

ración, estos receptores pueden ser bloqueados por la fento

lamina (droga antagonista adrenérgica-< ), con aumento de 

la liberación de la noradrenalina. Por su parte, la libera

ción de pequeñas cantidades del transmisor noradrenérgico -

estimula receptores beta presinápticos que provocan aumento 

de la liberación dela noradrenalina; esto Último se demues

tra por el hecho que el isoproterenol, droga noradrenérgica 

beta aumenta la liberación del neurotransmisor noradrenalina 

durante la estimulación 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 11 Unión " ( Binding ) que consiste en el uso 

de un radioligando marcado, el cual se une específicamente 

a sitios de unión de los mencionados receptores, si el sis-

7 



tema noradrenérgico es un sistema con capacidad de automodu

lación en sus receptores, cuando se suministran crónicamente 

fármacos agonistas y antagonistas selectivamente para los r~ 

ceptores 0<. 1 y 0(2 , los cuales serán anfetamina ( agonista 

o<
1 

), prazosina 

nista o<
2 

) • 

antagonista o< 2 ) y atipamezole ( antag2 

Los auténticos receptores deben tener las siguientes 

propiedades: 

1. Saturabilidad.- La gran mayoría de los receptores se en

cuentran en la superficie celular. Puesto que hay un número 

finito de receptores en la célula, se deduce que una curva 

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

festar saturabilidad. 

2. Especificidad.- Este es uno de los criterios más difíci-

les e importantes que se debe llenar, no sólo por la enorme 

cantidad de sitios de unión no específicos si se les compara 

con los sitios de receptores en los tejidos, sino también d~ 

bido a la avidez con la cual las superficies inertes fijan -

los ligandos. Es obvio que la especificidad significa que s2 

lo se deben encontrar receptores en células que se sabe res

ponde al transmisor particular o a la hormona bajo estudio. 



Más aún, es cierta la evidencia de una correlación entre la 

capacidad fijadora de una serie de ligandos y la respuesta 

biológica producida por esta serie. 

3. Reversibilidad.- Puesto que los transmisores, hormonas y 

la mayor parte de los medicamentos actúan en forma reversible, 

se deduce que la unión de estos agentes a los receptores 

también debe ser reversible. También es de esperarse que el 

ligando de un receptor reversible, no sólo debe ser diso

ciable sino recuperable en su forma natural ( por ejemplo, 

no metabolizado ). Esta última afirmación diferencia las 

interacciones receptor-agonista pero no la unión receptor-ag 

tagonista a partir de reacciones enzima-substrato. 

Los estudios de unión a receptores usualmente sigue una 

cinética muy similar a la de la clásica interacción enzima-

substrato. Para interacciones reversibles ligando-receptor 

donde [ R ] = concentración de sitios receptores no ocupados, 

[ L l = concentración de ligando lib~e, [ RL J = concentra

ción del complejo receptor-.ligando: 

a[RJ + b[LJ ~=== c[RL) (1) 



describe un fenómeno general de unión reversible con a, b, y 

e representando la estequiometría de la reacción. Al equili-

brio, la velocidad de la reacción hacia delante iguala la 

velocidad de reversa de la reacción: 

k_
1 
(RL]c (2) 

La constante de unión al equilibrio puede después ser 

definida como una constante de asociación ( KA ) : 

k
1 

[RL)c 

k_
1 
~ [RJª[L]b 

( 3) 

ó como una constante disociación ( K0 ) 

(4) 

Así la determinación experimental de las constantes de 

afinidad de unión 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, únicamente un numero finito de si

tios receptores específicos por unidad de tejido. Este núme

ro máximo de sitios receptores específicos es usualmente de-

signado como Bmax : 

.(RL] + [R] = 8max 

Multiplicando por [L] 

[RL] (L] + [R] (L] 

[RL) 
[RL] [L] + ¡;;::¡ [R][LJ = Bmax[L] 

Sustituyendo Ec. (4) con a= b c = 

[RL] [L) + [RL]K0 Bmax[LJ 

8 max [L] 

(RL) =---
[L] + K

0 

11 



Esta es la clásica ley de acción 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 

B 

Dividiendo entre F 

B + B K = 2max F o 

~~ - B 

B/F 
KD 

Esta es la ecuación de Scatchard. Asi conociendo las --

concentraciones de ligando unido y libre al equilibrio perm! 

te la determinación de la constante de unión al equilibrio 

( K0 ) y el número máximo de sitios de unión ( Bmax ). 

12 



Ligando Unido 

Ligando Libre 

Pendiente = -

Ligando Unido 

La anfetamina y demás fenilisopropilaminas son simpati

comiméticos indirectos, es decir que actúan aumentando la l! 

beración del transmisor químico la noradrenalina, en las teE 

minaciones nerviosas simpáticas. La hipótesis de la noradre-

nalina en la depresión nerviosa sugiere que la misma se debe 

a una deficiencia de dicho transmisor químico a nivel de cieE 

tos centros cerebrales. Esto puede aceptarse, ya que los 

efectos estimulantes centrales de las f enilisopropilaminas se 

deben a una liberación de la noradrenalina en las neuronas, 

que produce dichos efectos ( Litter 1980 J. 

13 



Hay evidencia, de que la prazosina puede cruzar la ba-

rrera hematoencefálica aumentando la posibilidad de un sitio 

de acción cardiovascular central. Además, estudios de unión 

a radioligandos muestran que la [ 3H J prazosina es un anta-

genista selectivo de alta afinidad de los receptores o< 1 

noradrenérgicos de membranas del cerebro. Recientemente se -

determinó que la prazosina reduce el flujo simpático nervio

so de el cordón espinal por bloqueo de los receptores nora-

drenérgicos a.c
1 

en un sitio indeterminado dentro del sistema 

ner»ioso central. La presencia de los receptores noradrenér-

gicos 0< 1 farmacológicamente caracterizados en dos áreas del 

cerebro; el núcleo raphe dorsal y el núcleo geniculado dorsal 

lateral ha permitido examinar los efectos centrales del ant~ 

genista prazosina, sobre el receptor noradrenérgico 0<. 1 , 

cuando ésta es administrada sistemática y localmente a el n! 

vel de la neurona ( Menkes 1981 }. 

El atipamezole es un nuevo y selectivo antagonista esp~ 

cífico a receptores noradrenérgicos o< 2 • Tiene la habilidad 

de antagonizar el comportamiento y efecto neuroquímico de dos 

agonistas de receptores noradrenérgicos o( 2 { detomidina y 

metomidina ). El fármaco causa dosis-dependencia, rápida y 

relativamente larga, incrementa la noradrenalina, puesto que 

los antagonistas o.c
2 

causan un incremento en la liberación 

14 



de noradrenalina de las neuronas noradrenérgicas centrales -

por bloqueo presináptico inhibiendo la liberación de los aut~ 

receptores. El coeficiente de selectividad o<2/ o< 1 del ati

pamezole en unión al receptor fue 8500 comparado a 27 del 

idazoxan el cual es un antagonista relativamente especí[ico 

a receptores noradrenérgicos o<2 • 

Por lo tanto, la identificación de los receptores nora-

drenérgicos específicos involucrados en respuestas excitato-

rias e inhibitorias es claramente un prerrequisito, a la sub-

secuente caracterización de sus mecanismos de acción celula-

res. 

Una vez que la presencia y la identidad de los recepto

res esta establecida, esta información 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 excitatQ 

rías e inhibitorias son medidas por diferentes tipos de re -

ceptores noradrenérgicos. 

15 



3. MATERIALES Y METODOS 

3 .1 LISTA DE E(!OIPO, MATERIAL Y REACTIVOS 

3.1.1 E(!UIPO 

1.- Homogenizador con embolo de teflón con Q.018 mm de paso 

de luz. 

2.- Centrífuga Internacional. 

3.- Centrífuga Sorvall con rotor SS-34. 

4.- Homogenizador Polytron. 

s.- Baño de incubación con agitación. 

6.- Ollas de fitración. 

7.- Secadora de Aire. 

8.- Contador líquido de centelleo Beckrnan LS 7800. 

9.- Cronómetro. 

10.- Vortex. 

11.- Espectrofotómetro. 

12.- pHmetro. 

13.- Lámpara. 

16 



3. 1 • 2 MATERIAL 

1.- Caja de Pe tri. 

2.- Tubos de Ensaye. 

J.- Matraces Volumétricos. 

4.- Pipetas Pasteur. 

5.- Viales. 

6.- Tubos de nalgene de fondo 

7.- Tubos de nalgene de fondo 

e.- Vasos de precipitados. 

9.- Probetas. 

10.- Tijeras. 

11.- Pipetas graduadas. 

12.- Pipetas volumétricas. 

13.- Papel Whatman GF/B. 

14.- Micropipetas. 

cónico de 

redondo de 

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

17 
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3.1.3 REACTIVOS 

1.- Anfetamina. 

2.- Prazosina. 

3.- Atipamezole. 

4.- Solución Salina al 0.9 %. 

s.- Solución de Sacarosa 0.3 M. 

6.- Amortiguador Tris 50 mM a pH 7.4 con O.S mM de PMSF. 

7.- Amortiguador de Fosfatos de Sodio y Potasio 50 m..~ a pH 

pH 7,5 con 0.5 mM de PMSF, 

8.- Fentolamina 1 x 10-G M. 

9.- 7-metoxi-[ 3H[-Prazosina. 

10.- [ 3H]-RX 781094 : Clorhidrato de ( 1,4-6,7-[ 3H]benzodioxan-

2-il )-2-imidazolino. 

11.- Tolueno. 

12.- PPO 3 g/l. 

13.- PO POP 0.3 g/l. 

14.- Nitrógeno líquido. 

15.- Albumina bovina. 

18 



3.2 ANIMALES Y TRATAMIENTO 

se emplearon lotes de 32 ratas machos de la cepa Winstar 

Portan de 230-250 g de peso cada una. Para comprobar el efe~ 

to de cada fármaco, se utilizaron dos lotes de animales, los 

que se pesaron diariamente para calcular la cantidad del fá~ 

maco a administrar dependiendo de la dosis. De cada lote, 16 

ratas elegidas al azar formaron el grupo testigo al que se -

le administró únicamente el vehículo ( solución salina al 

0.9 % ) en que se disuelve el fármaco. 

La administración de la dosis indicada de fármaco fue -

cada 12 hrs. durante 10 días. Los fármacos ~mpleados en este 

estudio fueron : 

a) Anfetamina administrada por vía intradérmica (0.75 mg/kg): 

b) Prazosina por vía intraperitoneal ( 1.0 mg/kg ); 

e) Atipamezole por vía 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 administración. 

19 



3.3 SACRIFICIO Y DISECCION 

Después de dos horas de la última administración se 11~ 

vó a cabo el sacrificio de los animales por decapitación, lo 

cual se hizo en el interior de un cuarto frío manteniendo una 

temperatura de 4 ºC. Las cabezas se sumergieron en nitrógeno 

líquido por 4 segundos, después se extrajeron los cerebros y 

se depositaron en una caja de petri conteniendo una base de 

papel absorbente mojado con una solución salina al 0.9% y e~ 

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

Con ayuda de instrumental apropiado se efectuó la dise~ 

ción delos cerebros, obteniendo las siguientes áreas : núcl~ 

os caudado, corteza frontal, hipocampo, amígdala y la corteza 

tempoparietal. 

Todas las áreas iguales se juntan y éstas se lavaron 

veces en solución salina 0.9% fría, decantando el líquido y 

luego se pesó el tejido húmedo. 

Cada área se corta finamente quedando los cortes de apr~ 

ximadamente 2 mm por lado y tambien se sometieron a un lavado 

con solució.n salina fría, decantando nuevamente. 
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3.4 OBTl!NCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA 

3.4.1 Para los receptores Noradrenérgicos o<, 1 

Para homogenizar el tejido, se utilizó sacarosa 0.3 M 

con 0.5 mH PMSF en una relación de 1:10 ( p/v } y con 3 movi 

mientes completos de pistón en un homogenizador con embolo 

de teflón con 0.018 mm de paso de luz. 

Una vez terminado el homogenizado, se repartió en tubos 

de nalgene de 50 ml de fondo cónico, y se centrifugó a 175 xg 

( 900 rpm ) por 10 minutos en un cabezal de columpio en una 

centrífuga Internacional a 4 ºC. 

A continuación se extrajo el sobrenadante con mucho cui 

dado para no traerse la pastilla la cual se desechó y el so

brenadante se diluyó en una relación 1:50 ( p/v ) con amort1 

guador Tris 50 mM a pH 7.4 con 0.5 mM de PMSF, enseguida se 

centrifugó a 37,000 xg ( 17500 rpm } durante 15 minutos en un 

rotor SS-34 en una centrífuga Sorvall a 4 ºC. 

Con una pipeta Pasteur se desechó el sobrenadante y las 
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pastillas se resuspendieron con el mismo amortiguador con una 

relación 1:20 ( p/v ) y se centrifugarán nuevamente a 17500 

rpm por 15 minutos. Finalmente la pastilla se resuspendió en 

el mismo amortiguador a razón de 1:10 { p/v) a partir de 

una alícuota de 100)..11 de cada área y cada grupo se determi

nó la cantidad de proteína por el método de Lowry ( 1951 ). 

Las preparaciones se guardarón en el congelador hasta su ut1 

lización en las determinaciones del método de Unión. 

3.4.2 Para los Receptores Noradrenérqicos 0("2 

Las áreas del cerebro por estudiar se homogenizaron con 

solución amortiguadora de fosfatos de sodio/potasio de 50 mM 

a pH 7.5 que contendrá o.s mM de PMSF a razón de 1:20 { p/v ), 

con tres movimientos completos de pistón, en un homogenizador 

de embolo de teflón. Después se centrifugó en un cabezal de 

columpio en la centrífuga Internacional a 1000 rpm durante 10 

minutos a una temperatura de 4 ºe, ésto se hizo con el fin de 

eliminar los núcleos y eritrocitos, para ello se eliminó la 

pastilla y el sobrenadante se diluyó en 30 volúmenes del 

amortiguador de fosfatos de sodio/potasio. Para romper las -

membranas se usó un homogenizador Polytrón en la posición No. 
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5 por 30 segundos. Una vez obtenidas las membranas se centri 

fugarón en una centrífuga Sorvall a 37000 xg durante 20 min~ 

tos, se desecharon el sobrenadante y las membranas se lava-

ron y resuspendieron en el mismo amortiguador y se recentri

fugaron bajo las mismas condiciones. La pastilla final se r~ 

suspendió en 50 volúmenes del amortiguador y a partir de la 

alícuota de 100 µl de cada área y cada grupo se determinó la 

cantidad de proteína por el método Lowry ( 1951 ). Las prep~ 

raciones se guardaron en el congelador hasta su utilización 

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

NORADRBNBRGICO e< l : 

Reactivos 

Ligando Marcado.- 7-metoxi-[ 3H )-Prazosina. 

Actividad específica.- 85 Ci/mmol • 

Ligando Frío.- Fentolamina ( antagonista desplazador ). 

La unión del ligando marcado a los receptores noradre -

nérgicos se determinó mediante la técnica de 11 Unión ", que 

se llevó a cabo de la siguiente manera: 

Para obtener la curva de saturación de tal Unión, los 

ensayos que se hicieron para cada concentración fueron por 

quintuplicado. La cantidad de proteína que se usó fue siem

pre ia misma. para cada área con su respectivo control en e~ 

da tubo ( aproximadamente 600).lg de proteína ), a continua

ción se adicionó el volumen del amortiguador Tris 50 mM a -

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

Las tubos se preincubaron 30 minutos a 30 ºC can inter

valos de 20 segundas entre muestra y muestra. Al cumplirse 
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los 30 minutos de preincubación al primer tubo se le adicio

nó el volumen del ligando de la apropiada concentración de 

[ 3HJ-Prazosina (0.0025, 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1 y Q,J nM), 

se agitó y a partir de ese momento se inició la incubación 

esta duró 45 minutos en un baño con agitación. La adición 

del ligando siguió el mismo orden, y tiempo de incubación, 

filtración y lavado. 

Al término de este periódo de incubación, la muestra se 

agitó y se tomarán 800,ul con una micropipeta los cuales se 

filtrarán bajo presión de -200 mm Hg a través de discos de 

papel Whatman GF/B de 26 mm de diámetro, previamente húmedos 

con 1 ml del mismo amortiguador, los cuales inmediatamente 

después de depositar la muestra se lavaron dos veces con 8 ml 

del mismo amortiguador frío ( 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 líquido de centelleo 

0.3 9/l disue~tos en tolueno 

que contiene PPO 3 g/l, POPOP 

y se cuantificarán por 20 min~ 

tos, en un Contador Luíquido de Centelleo Beckman LS 7800 

con una eficiencia del 59 % y una desviación estandard en la 

variabilidad de su conteo. 
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Para la curva de unión inespecífica, la fentolamina se 

adicionó a una concentraci6n de 1 x 10-6 M antes de la pre-

incubación y este volumen se resto del amortiguador Tris, -

siguiendo después del mismo procedimiento de la curva de s~ 

turación. 
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3.6 TBCNICA DE LA UNION DEL LIGANDO ESPECIFICO AL RECEPTOR 

NORADRBNBRGICO o< 2 : 

Reactivos 

Ligando marcado.- [ 3H ]-RX781094 { 1,4-6,7-[ 3H]benzodio-

xan-2-yl ) -2-imidazoline hydrochloride. 

Actividad Específica.- 40 Ci/mmol • 

Ligando Frío.- Fentolamina ( Antagonista desplazador}. 

De manera similar, los receptores o<. 1 se estudiaron los 

receptores noradrenérgicos oc 2 . Esta determinación se llevó 

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

Para obtener la curva de saturación de tal unión los e~ 

sayos se hicieron por quintuplicado para cada concentración 

de ligando. La cantidad de proteína a usar fué siempre la -

misma para cada área y con su respectivo control en cada tubo 

( aproximadamente 1 rng de proteína ). A continuación se adi

cionó el volumen del amortiguador de fo~fatos sodio/potasio 

a pH 7.5 50 mM que contuvo 0.5 mM de PMSF hasta completar 1 

rnl ( menos el volumen del ligando ). 
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La reacción se inició añadiendo el ligando [ 3tt J -

RX781094 a las concentraciones indicadas { 0.5, 1, 2, 3, 5, 

8 y 10 nM ), en un volumen final de l ml ajustado con solu-

ción amortiguadora, se agitó y a partir de ese momento se in! 

ció la incubación la cual duró 60 minutos a 25 ºe en un baño 

con agitación. A igual que en la técnica de Unión para los -

receptores noradrenérgicos o<1 , los intervalos entre muestra 

y muestra fueron de 20 segundos durante la adición del ligarr 

do en la incubación, filtración y lavado. 

Al término de este periódo de incubación, la muestra se 

agitó y se tomaron 800}.ll con una micropipeta, éstos se fil

traron bajo presión de -200 mm Hg a través de discos de papel 

Whatman GF/B de 26 mm de diámetro, previamente hUmedos con 1 

ml del mismo amortiguador, los cuales inmediatamente después 

de depositar la muestra se lavaron dos veces con 8 ml del -

mismo amortiguador frío { 4 ºe). los filtros se secaron con 

una corriente de a~re cali~nte durante 30 minutos y se pasa

ron a viales precontados con 8 ml de líquido de centelleo 

que contiene PPO 3 g/l, POPOP 0.3 g/l disueltos en tolueno) 

y se cuantificaron por 20 minutos, en un Contador Líquido de 

Centelleo Beckman LS 7800 con una eficiencia del 59% y una 

desviación estandard en el conteo. 
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Para la curva de unión de inespecífica, la fentolamina 

se adicionó a una concentración de 10 ¡UM antes de la incub~ 

ción y este volumen se restó de la solución amortiguadora de 

fosfatos sodio/potasio, siguiendo después el mismo procedi-

miento de la curva de saturaci6n antes descrita. 
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4. R E S U L TA D O S 

La unión específica del ligando 3 [ H J-Prazosina a re

ceptores noradrenérgicos 0< 1 de membranas de diferentes áre

as del cerebro de rata ( corteza frontal, corteza tempopari~ 

tal, hipocampo, amígdala y núcleo caudado ), se puede ver -

que es un proceso saturable, las concentraciones utilizadas 

para esta curva están en el rango de 0.0025 - 0.5 nM, en ge

neral la unión específica es la diferencia entre la unión 

total y la unión inespecífica, que ocurre en presencia de un 

exceso de concentración del ligando no marcado, por arriba -

de 500 veces la concentración de su kd, en este caso fué fen 

tolamina 10 )JM. Para la unión específica de receptores nora

drenérgicos o<2 se utilizó el ligando 3 [ H ]-RX781094, pero 

a diferentes rangos de concentraciones: 0.5 - 0.8 nM y como 

ligando frío se empleó fentolamina tO)JM. En este estudio o~ 

servamos que se alcanzó un estado de saturación en la mayoría 

de las curvas totales y por consiguiente de las curvas espe

cíficas. 

La fig. No. t muestra la unión total e inespecífica del 

ligando 3 [ H 1- PraZosina a los receptores noradrenérgicos 

°"'l' del núcleo caudado. La diferencia de la curva total y 
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su curva inespecífica da como resultado la unión específica 

( ver fig. No. 2 ). En esta figura podemos ver claramente -

las curvas específicas tanto del grupo tratado con anfetami

na, como del grupo testigo, gracias a este tipo de determin~ 

cienes podemos visualizar el comportamiento de la población 

de los receptores noradrenérgicos o< 1 , en diferentes áreas 

cerebrales. 

El cálculo de estos cambios entre los grupos tratados y 

testigo, se hizo por medio del programa de computación " Li-

gand " ( Munson y Rodbard 1980 ) que es un análisis de regr~ 

sión múltiple no lineal, el que nos reporta los valores de -

Bmax y Kd. Con ellos podemos determinar si hay o no diferen

cias significativas en la población ( Bmax ) de receptores -

noradrenérgicos, después del tratamiento crónico con fármacos 

adrenérgicos agonistas y antagonistas de receptores i:x 1 y o<2 , 

pues recordemos que el valor de Bmax se refiere a un número 

finito de sitios específicos del receptor por unidad de pro

teína ~o que nos permite hacer una comparación de los grupos 

tratados con respecto a los grupos testigo ( Fig. 3 ). 

Si en una gráfica, el coeficiente de Hill ( Ca. Hill ) 

nos da un valor de uno, se dice que hay unión a un solo tipo 

de receptor y además que la curva de saturación técnicamente 
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está 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 

unión de ligando - receptor. La cooperatividad es el fenóm~ 

no por el cual el ligando unido a un sitio receptor influye 

ya sea positiva o negativamente en la fijación del ligando a 

otros sitios, en otras subunidades de dicha proteína (Fig. 4). 

El vnlor de Ka es la constante de disociación de la unión 

del ligando al receptor, en el equilibrio. Los fármacos uti

lizados en este estudio fueron anfetamina, prazosina y atip~ 

mezcle. 

La anfetamina es un fármaco con acción o efecto indirc~ 

to de un agonista °"lº Para ver su efecto tanto en la pobla

ción de receptores noradrenérgicos Cl("l como oe2 , se usaron 

ligandos específicos marcados para cada uno de estos tipos de 

receptores. 
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4.1 EFECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN LA POBLACION DE LOS 

RECEPTORES NORAORENERGICOS <><¡ , EN DIFERENTES AREAS 

DEL CEREBRO DE RATA : 

A excepción del área de la amigdala, el efecto general 

de la anfetamina sobre la población de los receptores noradr~ 

nérgicos 0(
1

, tiende a una disminución de ellos en las dife-

rentes áreas, ( ver Fig. ). Esto se confirma con los vale-

res que.se indican en la tabla No. 1, donde tenemos para ca

da área cerebral los valores de Bmax'·Ka , coeficiente de 

Hill y la diferencia en porcentaje de los valores de Bmax 

respectivamente. Así, los valores de cambios de Bmax ( % ) 

se encontró una disminución para corteza frontal de - 9.21 %; 

para la corteza tempoparietal se mostró una disminución de 

- 34.63 % para el área de hipocampo de 26.2 % y para el área 

de amígdala se observa un incremento de 40.1 %. Por lo ante

rior vemos que con respecto a los grupos testigo, la amígda

la presenta un cambio opuesto al respecto de las áreas estu

diadas en cuanto a la población de receptores noradrenérgicos 

c::i< 1 y para el núcleo caudado se obtuvieron valores de mis

ma tendencia a disminuir el número de receptores a 33.5 \. 
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4. 2 EFECTO CRONICO DE ANFETAMINA EN LA POBLACION DE LOS 

RECEPTORES llORADRBNERGICOS O( 
2 

EN DIFERENTES AREAS 

DEL CEREBRO DE RATA : 

Se utilizó la misma dosis y via de administración de e~ 

te fármaco que para el caso de los receptores noradrenérgicos 

.... ,. 

En la fig. 6 se ve claramente los cambios que produjo 

la administración del fármaco sobre el número de receptores 

noradrenérgicos o<2 , en las cinco áreas del cerebro de rata. 

Así para la corteza frontal y tempoparietal se ve una dismi

nución en la población de los receptores noradrenérgicos o(2 , 

al contrario de las otras tres áreas: hipocampo, amígdala y 

núcleo caudado donde se observa la marcada tendencia a incr~ 

mentarse el número de estos receptores. 

En la población de los receptores noradrenérgicos o< 2 

se observa que después del tratamiento crónico con anfetami-

na, en el área de corteza frontal se encontró una disminución 

del 52.7 % en relación a su grupo testigo ( Tabla No. 1 ). 

Sucede lo mismo para el área de corteza tempoparietal mostran 

do una disminución del número de receptores en un 68.7 % con 
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respecto a su control. Opuestamente en el área del hipocampo 

se observó un aumento altamente significativo del 167.S \ en 

la población de sus receptores noradrenérgicos oc. 2 , y las 

áreas de amígdala y núcleo caudado presentan la misma tenden 

cia de aumento, aunque este cambio es más significativo en -

la amígdala ya que los porcentajes de las diferencias de su 

ªmax son 159.3 % y 21.1 % respectivamente. 
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EFEOTD DllONJOO DE MFETANJIM EN AEaP'TDAtl tGUIDAEJElOlaJS o< I Y O( J EN 

DIFEAEln'E8 MEA9 DEL ~ CE UTA 

•n•oa DE IMIOC .. LIOllCJO A PAAZD8111A 1 Do(' J 

-..OS TESTIOO _.... TRATMXJI 
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c. TEMPOPAIUETAL 103,3 111.22 0.110 32,2 .J.OG 0,115 

HIPOCAMPO 110.11 l,U 0.110 IOG,111 11,51 0.110 

AMIOOALA 05,1 l,.J3 D.111!1 ICll,I 10,Clll 0,GI 

NUCt.EO CAl.OADO 38.lrl 2,26 0.7'1 'ill.6 "·" 0.811 

CAleJOS DE 
B111u ISJ 

11,21 

.Jlt,113 

21,1 

lrlO,I 

31,1 

62,7 

- Cll,7 

1117,6 

1511,.J 

21.1 

TABLA NO. 1, EFECTO CRONJCO DE ANFETAl-IINA a; RECEPTORES NORAORENEROICOS o<" I Y oe
2 

EN DI

FERENTES AREAB DGL CEREBRO OE RATA. EL LIOAM>O 1 Hl-PRAZOSINA SE UTILIZO PARA LA DETERMJNACICW 

DE LOS AECEPTOAES NORAORtNERIJICOS -C Y PARA LA DETERHINACJON DE t.09 RECEPTORES NORADREN6AOI-• 

' 1 cos 0(2 &E UTILIZO EL LJOANDO 1 HJ·RJC 78101111, LOS VALORES QUE SE REPOATAN OE Ka (nMJ y Bmu -

CFMOLIMO PAOTJ SON EL RESULTADO OE !.-" ANALISIS DE REGAESJON MUl..TIPLE NO LINEAL HEO«> CON EL PR.Q 

GRAMA LIOANO (MlHSON Y ROOBARD 111801. TAMBIEN SE EXPRESAN LOS COEFICIENTES DE HILL Y EN LA CO•• 

LlHNA DE LA EXTREMA DERECHA SE REFfERE A LA DIFERENCIA PORCENTUAL DEL CAMfHO OEL VALOR DE B111u 

DEL GRUPO TRATADO CXlN RESPECTO A SU Bmu DEL GRUPO TESTIGO. 
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4.3 BFBCTO CRONICO DB PRAZOSINA SOBRE LA POBLACION DE RECEP

TORES NORADRENBRGICOS O( l' EN DIFBRBHTES ARBAS DEL CE -

RBBRO DE RATA : 

Después de la administración crónica de este fármaco, 

en las cinco áreas del cerebro se observa que hay un claro 

incremento en los receptores noradrenérgicos °'l ( ver Fig. 

7 ) la diferencia de la unión máxima de los grupos testigo 

es e1 de 78.5 % para corteza frontal, 20.6 % para corteza 

tempoparietal 6.8 % para la amígdala y 143.3 \ para núcleo 

caudado. Sólo el área del hipocampo presentó un decremento 

en el número de dichos receptores a raz6n de un 70.6 \ 

( ver Tabla No. 2 ). 
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EFECTO CRONICO DE PRAZOSINA EN RECEPTORES NORA

DRENERGICOS a,, EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA 

D TESTIGO 
40 

E2I mATADOS 

30 

20 

10 

CF CTP Hp Am NC 

AAEAS CEREBRALES 

FJO. 7 •. EFECTO CRONICO DE PRAZO!UNA EN RECEPTORE'J NORJlOREM::ROICOS O( 
1

• EH OIFERWTEB AREAS 

OEL CEREBRO DE RATA. LA ORAFICA MUESTRA EL EFECTO DEL TRATAMIENTO DE PRAZOSINA CADA 12 HORAS ou~ 

RANTE 10 011\S DE AOMINlSTRACION 11.0 MO/KOI POR VIA INTRAPERIHl'~EAL SOORE LOS RECEPTORES llORAOR,S. 

NEROICOS O( l DE LAS MEMBRANAS DE CEREBRO DE RATA CON RESPECTO A SU GRUPO t¡Q TRATAOO. LA ORAFICA 

MUE5TRA LOS VALORES DE BMAX IFMOL/MQ PROTI. EN LAS ARl!AB CEREBRALES TRABAJADAS; LAS OETERMINACIQ 

NES SE HICIERON POR QUINTUPLICADO EN LAS COl'.OICIO'lES YA seNALAOAS. CF: CTP; Hp: Am: "c. 
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4.4 EFECTO CRONICO DE PRAZOSINA SOBRE I.A POBLACION DE RE

Clll'TORES NORADREllERGICOS o< 2 , EN DIPBRBNTES ARBAS DBL 

CEREBRO DE RATA : 

En la fig. 8 se observan los cambios de los receptores 

o< 2 producidos por el tratamiento con prazosina en las di

ferentes áreas del cerebro de rata analizadas. El número de 

estos receptores se ve disminuido después de la administra

ción 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 áreas 

de la amígdala y del núcleo caudado ya que aumentan la pobl~ 

ción de receptores del tipo oc: 2 • Las diferencias de la Bmax 

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 a2,EN DIFERENTES ARE AS DEL CEREBRO DE RATA 

240 o TESTIGO 

~ TRATADOS 

200 

100 

120 

80 

40 

CF CTP Hp Am NC 

A.REAS CEREBRALES 

FIO, 1, EFECTO CRONJCO CE PRAZOSJNA EN RECEPTORES NORADAENEAGICOB oc.
2

• EN DIFERENTES AAEAS 

DEL Cf:REBAO DE RATA, LA GRAFJCA MUESTRA Et. EFECTO DEL TRATAMIENTO DE PRAZOSINA CADA 12 HORAS DU

RANTE ID CIAS DE AOM1NJSTAACJON 11 MOIKGJ POR VJA INTRAPERTONEAL. SOBRE LOS RECEPTORES NORAORE-· 

NEAGICOS O( l DE t.AS MEMBRANAS DE CEREBRO DE RATA COO RESPECTO A BU GRuPO NO TRATADO. LA GRAFICA 

MUESTRA LOS VALORES CE BMAX IFMOL/MG PROTJ. EN LAS AREAS CEREBRALES TRABAJADAS; LAS OETERMtNACJQ 

NES SE HICIERON POR OUJNTLIPLICADO EN LAS CCN>ICICJ>IES VA seNALACAS. CF: CTP: Hp: Arn: NC. 
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EJ'ECTO ORQNJaJ DE PftAZOSINA 90Mli LDI MEl.EPT~H .otM:IRDE'ROICIJ90(
1 

'f' o,ez• 

OIFEaEJITU NIEAI PEL cdEfJillO DE RATA 

IJTIOI DIE lNICJrl A PlfAZOlllNA ( CM; 
1

1 

OAl.l'08 TEATUll llRU'D5 TJIATairx. .... .... K Co, HILL e ..... K Co. HILL 

IFMOl..IMQ PROTI 1Jl1 IFMOl.tMO PROTI 11~1 

C. FROOTAL 22.3 1.111 o.1u t,7! 

C. TEMPOPARIUAL 33,- l,JD o.u 0.711 

HIPOCAHl>O 82,0 o.t• º·"' 
AHICOAl.A 11,7 0,30 0.21 

Nl.Cl.EO CAl.OAOO 13.- 0.20 1.07 o.OJ 

lllTUJS DE ~lrM A llX 7alll• 1 e>< J 1 

U2,1D 11,33 u.o '.o~ ~.u 

c. TEMPQPARIETAL 231.0 2.20 11.01 o.u 
HIPOCAMPO 10!1,S 1.u 5,Je n.u 
t.MJOOALA 121.0 1,0! o.u 

'13,7 \,OJ 103.0 11.ee :.se 

CAMOJOB OE 

e .... t'll 

711,117 

20.u 

l'IJ.21 

u.02 

1~.u 

TA8LA NO, 2, EFECTO CAOUICO OE PRAZOSINA EN RECEPTORES NOl'AORENEAO!COS °"' 
1 

Y O< J, EN OIFEREN· 

TES AAEA& OEL CEREBRO Ofi RATA. EL Llau.tlO 1
3

HJ • PRA20XINA BE UTILIZO PARA LA OETERl'llNACl'="I 0E LOS A§. 

CEPTCRES NOllAOREtlEROICOS Do< V PARA LA OETERMINACION OE LOS RECEPTOAEB NORAOREt1EROIC:JS Q(' BE UTJLI· 

' ' ' ZO EL LIDA/'.t'.10 1 HI • llX 111109'1, LOS VAlOltEB OLE SE REPORTAN OE KD lnMJ y 8111•• IFMOLIHO PROTI SON EL• 

RESl.LTAOo OE ti" Al'lALlSIS OE REGRESICW MU.TIPLE NO LINEAL HECHO CON EL PROORAMJ. 1..:'3.C.NO IM'-"45t1'1 V A.00· 

BARO 111101, TAMelCN SE EXPRESAN LOS CDEFIC!ENTES OE HILL Y EN LA CCU.MNA OE LA EXTREMA CEA.ECHA BE RE

FIERE A LA DIFERENCIA PROCENTUAL OEL C~BIO OE VAlOA DE e .... DEL ORUl'O TRATADO COI.¡ RESPECTO A su º"'u 
DEL GRuPO TESTIGO, 
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4.5 EFECTO CRONICO DE ATIPAMEZOLB SOBRE LA POBLACION DE 

LOS RBCBl"l'ORES NORADRENERGICOS oe l, EN DIPERBNTBS -

AREAB DEL CEREBRO DB RATA : 

Existe una clara tendencia general a incrementar el nú

mero de receptores noradrenérgicos Che" 1 , ésto se puede obser

var en la Fig. 9 ya que del total de las cinco áreas cerebr! 

les, solo en hipocampo se comporta en forma contraria, aunque 

este cambio no es tan significativo como algunos de los incr~ 

mentes referidos. 

Los valores de Bmax de los grupos tratados como superio

res a sus respectivos grupos testigos en las áreas de corteza 

tempoparietal, corteza frontal, amígdala y núcleo caudado da~ 

do diferencias positivas del 28.6 %, 45.4 %, 54.0 % y 73.6 \ 

en mismo orden. 

La única diferencia negativa es del 16.2 % correspondie~ 

te al área del hipocampo (Tabla No. 3 ). 
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EFECTO CRONICO DE ATIPAMEZOLE EN RECEPTORES NORA· 

DRENERGICOS G1, EN DIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA 

o TESTIGO 

80 ~ TRATADOS 

80 

40 

20 

CF CTP Hp Am NC 

AREAS CEREBRALES 

FIG. 11. EFECTO CROHICO DE ATJPAMEZOlE EN RECEPTORES NORAORfNEROICQS O( 
1 

EN DIFERENTES AREAS 

Of:L CEREBRO DE RATA, LA ORAFICA HUESTRA EL EFECTO DEL TRATAMIENTO DE ATIPAl~EZOLE CAOA 12 HORAS DJ:!. 

RANTE 10 DIAS DE AOMINISTRACION 13,S. MGIKGI POR VIA INTRAPERITONEAL SOBRE LOS REC!i'.PTORES NORAORE• 

NERCHCOS t:oc CE LAS MEMBRANAS DE CEREBRO DE RATA coo RESPECTO A su cmuPo NO TRATADO. LA ORAFICA 
1 

MUESTRA LOS VALORES B,.¡,u 1 FMOLIMO PROTI, EN LAS AREAS CEREBRALES TRABAJADAS, LAS OETERMJNACJONES 

SE HICIERON POR QUINTUPLICADO EN LAS CCKllCJCWES YA SEÑALADAS: O:: CTP: Hp: Aia: NC. 
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4.6 EPBCTO CROHICO DE ATIPAllBZOLE SOBRE LA POBLACION DE 

RBCEP'IORBS HORADRENBRGICOS o< 2 EN DIFERENTES AREAS 

DEL CERBBRO DE RATA : 

Aquí se observa una importante disminución de recepto

res con respecto al grupo testigo en la mayoría de las áreas 

cerebr4les a excepción del núcleo caudado, donde se elevan 

los niveles de este tipo de receptores ( ver Fig. 10 ). La 

magnitud en que se disminuyen los niveles de este tipo de r~ 

ceptores es 36.2 % para hipocampo, de 69.7 para amígdala, 

de 77.5 % para corteza frontal y de 86.9 % para corteza tem

poparietal y solo núcleo caudado tiene ~na disminución posi

tiva. del 3.6 % (Tabla No. 3 ). 
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EFECTO CRONICO OE ATIPAMEZOLE EN RECEPTORES NORA· 

ORENERGICOS Cl2, EN OIFERENTES AREAS DEL CEREBRO DE RATA 

0 TESTIGO 

••o ~ TRATADOI 

200 

180 

180 

140 

120 

100 

80 

•o 
40 

•o 
CF CTP Hp Am NC 

.AREA.S CEREBRALES 

FJQ. 10. EFECTO ~ONICO DE ATIPAMEZOC..E EN RECEPTORES NORAORENERCJICOS O( EN DIFERENTES AREAS 

' 
DEL CEREBRO DE RATA. LA DRAFICA MUESTRA EL EFECTO DEL TRATAMIENTO DE ATJPAMEZOLE CADA 12 HORAS OU• 

RANTE 10 OJAB DE A041NISTRACION ( 3 ·' MOIKOJ POR VJA INTAAPERITOOEAl. BOORE LOS RECEPTcmes NORADRENE.!! 

OICOS OC' z DE LAS MEMBRANAS DE CEREBRO DE RATA CON RESPECTO A SU GAi.PO NO TRATADO. LA Dí<AFJCA MLE,! 

TRA LOS VALORES DE BMAX IFMOL/MQ PROTI, EN LAS AREAS CEREBRALES TRABA.JACAS, LAS DETERMJNACIONEB SE 

HICIERON POR OUINTUPLICAUU EN LAS CC»\IOIClONES VA SEÑALADAS: CF: CTP; Hp: A111: NC. 
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EFEr:TO Cltc»UCO DE ATJP#CZ(LE 9CBRE. LDI Af:tEPTtllEI ilUUIDIEJIEMllOOll Clo(' Y Qc' , 

0E DIFERENTEI MIUJ DEL cEEWm DE UTA I J 

8JTJ08 DE tarllmt A PR.AZO .. JM 1 O( 
1

1 

ae:t.ftll IllIIOQ mu:g IMIMIQll 
AAEA ..... "o .... •o CAleZO OE 

1 FOi.. IMO PAOT 1 INHJ Co. HILL IFMOLIMO PROTJ , ... , Co, HJLL ª"'•• '" ------
C, FRONTAi. lfll.8 0,71 1,011 72, I l,51f 1.00 

c. TEMPDPA~IETAL lllf,I 1,112 0,117 12,11 1,71! 0.111 

HIPOCA14PO 37.J 1.15 '·ºº 31,2 1.u a.11 

AlotlOOAt.A 311,D D.111 0,115 51f,D 1,U o.u 

MJCLEO CALQAOO 111,7 0,311 o.aa n.o o.ao 0.17 

BITZDB DE PUOf A llDC 71181111 1 O( JJ 

C, FRONTAL 3.3.1 lf,110 0.117 '·' 0,5011 0,77 

c. TEMPOPAR 1 ET.tlL 111.lf 5,lfO 0,117 '" 0.1211 0.113 

HIPOCAMPO 311.l 11.111 0.1111 21,11 lf.111 0.1111 

Alo!IOOALA 208,11 11.08 0,1111 u.a 11,115 0.1111 

NUCLEO CALIJAOO ll.11 3.l5 0,91 lll,11 11.112 D.115 

TABLA NO, J. EFECTO CRONJCO DE ATtPAMEZOlE :N RECEPTORES NORAORENEROJCOS O< I Y D< 
2 

EN OJ

FERENTES AREAB DEL CEREBRO DE RATA, EL LJGAJ«lO 1 Hl - PRAZO&JNA SE UTJLJZO PARA LA OETERMINACJON -

DE LOS RECEPTORES NORAOAENIOROJCO!l O< V PARA LA OETERHINACION DE LOS RECEPTORES NORAORENEROICOS -

' 1 ~ 
2 

SE UTILIZO EL t.IOMOO t Hl·RX 7810111f. LOS VALORES Ql.E. SE REPORTAN DE Ka f*l V S.•• IFMCl..1110 

PROTI SON EL RESULTADO DE lN ANALJBJ& DE REORESICW HlA..TJPl.E NO LINEAL HECHO EN EL PROGRAMA LJGMO 

IML«SON V R008ARO lllBOJ, TAMBJEN BE EXPRESAN LOS COEFICIENTES DE HILL V EN LA COL~ DE LA EXTRS 

HA DERECHA SE REFIERE A LA DIFERENCIA PRDa:NTUAL DEL CAl'IBIO DEL VAl€m DE B-• DEI. GRuPO TRATADO 

CXW RESPECTO A SU 8111.,. DEL GRUPO TESTIGO. 
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4.7 CONSTANTES OB DISOCIACION 

En relación a los valores de las constantes de disocia-

ción que aparecen en las Tablas 1, 2 y 3, se observa que to

dos caen en rangos de concentraciones nanomolares, lo cual 

nos habla no sólo de su especificidad, sino también nos su-

qiere que al obtener valores tan pequeños la reacción alcan

zó su equilibrio y las concentraciones del ligando no fueron 

limitantes y alcanzó la saturación. 

Se observaron algunos cambios de los valores de Kd para 

los receptores noradrenérgicos o< 2 tratados con anfetamina 

en el área de corteza frontal, el valor de su grupo testigo 

es de 3.19 nM y para el grupo tratado es de O.SO nM, lo mis-

mo se observa para el área de corteza tempoparietal donde --

los Ka son para el grupo testigo de 16.2 nM y para el grupo 

tratado 3.0 nM. Lo contrario se observa en el área del hipo-

campo teniendo valores de Kd en el grupo testigo de 1.85 nM 

y para el grupo tratado de 9.51 nM, de igual manera se ve -

para el área de la amígdala así 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 núcleo caudado no es significati 

vo este cambio. Por otra parte en los receptores noradrenér-



gicos o< 1 tratados con anfetamina no se encontraron cambios 

significativos de. sus constantes de disociación con respec-

to a su grupo testigo. 

En el grupo de ratas tratadas con prazosina nu hubo ca~ 

bios significativos de las constantes de disociación de los 

receptores noradrenérgicos 0< 1 , en relación a sus grupos te~ 

tigo. Para el grupo de ratas tratadas con prazosina, tampoco 

se observaron cambios significativos en los valores de Kd en 

las diferentes áreas analizadas para receptores noradrenérg~ 

cos O( 2· 

En la determinación de los grupos tratados con atipame

zole no se observaron los cambios significativos de dichos -

valores de Ka con respecto a sus correspondientes grupos te~ 

tigo. Algo similar se encontró para los receptores noradrenér

gicos o<2 , a excepción de las áreas de corteza tempoparietal 

con valores de las Ka para el grupo testigo de S.4 nM y para 

el grupo tratado de 0.72 nM. En el área de núcleo 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 termines generales -

puede decirse que se observaron pocos cambios en las Ka por 

los diferentes tratamientos con fármacos y en las diferentes 

áreas cerebrales analizadas. En la mayoría de los casos no 

se observan cambios significativos. 
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S. D J: S C U S I O N 

La [ 3H ]-Prazosina se une reversible y óptimamente alr~ 

dedor de pH 7, a una clase de receptor en membranas cerebrales 

con un valor de K
8 

de 2 nM- 1• Estos sitios tienen 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 oc; 1 , ( Ho

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

Se usó el ligando [ 3H ]-RX 781094 : Clorhidrato de ( 1, 

4-6,7[ 3H]benzodioxan-2-il ) -2-Imidazolino, porque es un ra--

dioligando específico antagonista o< 2 ; éste se ha usado para 

caracterizar los receptores noradrenérgicos o< 2 en membranas 

corticales de rata. La unión del [ 3H]-RX781094 es reversible, 

saturable y estereoespecífica, marca con alta afinidad a una 

sola población de sitios no interactuantes. El valor de su Ka 

fue 3.9 ± 0.4 nM y su Bmax 189 ± 13.4 fmol/mg proteína ( Pi -

maule c. 1983 l. 
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En el presente estudio, nosotros determinamos la existe~ 

cia de cambios en la densidad de los adrenoreceptores Or('t y 

°" 2 producidos por la administración semicr6nica de prazosi

na, atipamezole y anfetamina. Basados en los valores de Bmax' 

sugerimos que los ligandos {3H)-Prazosina y {3HJ-RX781094 fu~ 

ron selectivamente unidos a los adrenoreceptores e< 1 y c< 2 , 

respectivamente. Sin embargo, nosotros no conocemos hasta que 

punto, cualesquiera de estos ligandos muestren alguna especi

ficidad por los subtipos adrenoreceptores o<lA' 0<"18 , 0("2A' 

o(. 28 , particularmente bajo las presentes condiciones y en las 

diferentes áreas de cerebro de rata analizadas. Tampoco pode-

mos decir con certeza, sí estos cambios de receptores ocurren 

en receptores postsinápticos, receptores somatodendríticos, 

auto o heteroreceptores. 

Los cambios encontrados después del tratamiento crónico 

con anfetamina por vía intradérmica ( 0.75 mg/kg cada 12 horas 

durante 10 días ), indicaron una clara tendencia hacia una 

disminución de la población de receptores o<. 1 en las áreas de 

corteza frontal y tempoparietal, hipocampo y núcleo caudado. 

En la amígdala se encontró una tendencia opuesta, como se ob

serva en la gráfica No. s. En ésta se muestra la magnitud de 
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los cambios porcentuales de cada área tratada, con respecto a 

su control, indicando que sí hay una diferencia importante -

con el efecto agonista indirecto de la anfetamina, sobre los 

receptores noradrenérgicos. 

El efecto de la anfetamina en los receptores ~l está de 

acuerdo con el hecho de que esta droga incrementa los niveles 

de noradrenalina en el espacio intersináptico. Por otra parte, 

el efecto de esta droga sobre los receptores oc 2 en cert~za -

está de acuerdo con lo esperado, pero no en el caso de hipo-

campo, amígdala y núcleo caudado. 

Se ha reportado que la anfetamina bloquea la recaptura 

presináptica de noradrenalina, como nosotros sabemos la ndra-

drenalina interactúa con todos los adrenoreceptores conocidos, 

pero puede ~ener una función agonista o antagonista dependie~ 

do del tipo de receptor con el cual interactúa, por consigu! 

ente es claro que no tiene ninguna selectividad por algún adr~ 

noreceptor en particular, lo que en parte podría explicar los 

hallazgos no esperados. 

Cuando se determin6 la población de los receptores nora

drenérgicos o< 2 se hizo el mismo tratamiento, pero se usó un 
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ligando diferente, el [ 3HJ- RX781094. En este caso se obtuvo 

un aumento de dichos receptores en las áreas de hipocampo, a

mígdala, y núcleo caudado, por el contrario se vió un efecto 

opuesto para las áreas de corteza frontal y corteza tempopa-

rietal ( ver gráfica 6 ). En general, el comportamiento de 

los receptores o<. 2 fue aumentar su población, esto en relación 

a su grupo testigo,. siendo los cambios estadísticamente sigo!_ 

ficativos en hipocampo y amígdala. En general, los valores r~ 

sultantes respaldan el comportamiento esperado para este fár

maco, con un efecto agonista indirecto para los receptores n2 

radrenérgicos 0<. 1 , y un posible efecto antagonista para los -

receptores 0<. 2 , en la corteza frontal y tempoparietal pero no 

en hipocampo, amígdala ni núcleo caudado. A nivel bioquímico, 

no es sorprendente que las anfetaminas y los compuestos rel~ 

clonados interactúen con las neuronas que contienen catecola-

mina, ya que las anfetaminas son análogos estructurales muy 

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

prueba clara de que la anfetamina produjera su efecto sobre -

el sistema nervioso central, por un mecanismo de catecolamina 

hasta que se demostró que la e<- metil, p-tirosina prevenía 

la mayor parte de los efectos de la O-anfetamina. Además la -

anfetamina parece inhibir el disparo de las neuronas del locus 
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coeruleus. Esto se debe en parte, a la interacción de éstos ~ 

gentes aCrenérgicos con los autorreceptores localizados en 

los cuerpos de neuronas noradrenérgicas o de sus dentritas en 

el locus coeruleus ( Cooper Hack R. 1984 ). Esta inhibición -

produciría un incremento en la población de receptores 2 de 

corteza. Aún si se consideran todos los modos de acción suge

ridos para la anfetamina: inhibición de la recaptura de cate

colaminas, inhibición de la monoaminooxidasa, desplazamiento 

de la noradrenalina de los sitios de almacenamiento liberánd2 

la al espacio intersináptico, al parecer ejercen una acción -

compatible con la hipótesis mencionada, ya que los resultados 

netos de todas estas acciones producen un incremento temporal 

de noradrenalina en el espacio intersináptico, ejerciendo una 

acción estimuladora directa sobre los adrenoreceptores o<. 1 , y 

una inhibición en los OC"
2

• Por otra parte, la administración 

crónica de anfetamina puede a su vez producir una disminución 

crónica del transmisor o una inactividad prolongada de las 

neuronas noradrenérgicas, lo que podría relacionarse con la -

observación clínica de la tolerancia a la anfetamina o a la -

bien conocida depresión postestimulatoria o a la fatiga que se 

observa después de la administración crónica 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, ta~ 

bién aumenta el recambio de noradrenalina en el sistema ner -

vioso central, lo que es el resultado de un incremento de la 

actividad de las neuronas noradrenérgicas. 

El segundo fármaco que se utilizó fue la Prazosina, a una 

dosis de 1 mg/Kg de peso, durante 10 días cada 12 horas por -

vía intraperitoneal, para ver su efecto sobre los receptores 

noradrenérgicos oc 1 y oc. 2 de las membranas del cerebro de ra

ta. En las cinco áreas cerebrales ( corteza frontal, corteza 

temporarietal, hipocampo, amígdala y núcleo caudado ), se ob

servó un claro incremento de los receptores noradrenérgicos 

C><. 1 con respecto a su grupo no tratado ( ver Fig. 7 ). Noso

tros esperábamos un aumento en el número de receptores nora--

drenérgicos 0< 1 , obteniendo así los resultados esperados. 

Para la determinación la población de receptores noradr~ 

nérgicos oc 2 después de la administración crónica de prasozi

na, se utilizó como ligando el [ 3H]-RX781094 ( ver Fig. 8 }, 

y en este caso, el número de estos receptores se ve disminuí-

do en las áreas de corteza frontal, coteza tempoparietal e 
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hipocampo, en cambio este efecto es opuesto para las áreas de 

amígdala y núcleo caudado, puesto que se encontr6 un aumento 

del número de receptores 0< 2 con respecto a los grupos no tr~ 

tados. Esperabamos un decremento en los receptores o<
2 

ya que 

es exceso de noradrenalina en el espacio intersináptico caus~ 

do por el bloqueo de o< 1 , debía producir una disminuci6n de 

los receptores o< 2 • Ver posible explicaci6n más adelante. 

El tercer fármaco que se administró para este estudio 

Cue Atipamezole a una dosis de 3.5 mg/Kg de peso por 10 días 

cada 12 horas por vía intraperitoneal, el cual es un antago

nista de los receptores noradrenérgicos o< 2 ( Schinin y Mac 

Donals 1988 ) • El efecto crónico de atipamezole sobre la po·

blación de los receptores noradrenérgicos O( 1 , en diferentes 

áreas del cerebro de rata, en general, mostró una tendencia a 

incrementar su número en las áreas de corteza frontal, corteza 

tempoparietal, amígdala, núcleo caudado, a excepción del área 

de hipocampo donde se observó una disminución del número de 

receptores, aunque este cambio no es tan significativo como el 

de las áreas antes mencionadas. 

En la determinación de los receptores noradrenérgicos 0<
2 

61 



se observ6, una importante disminución de estos receptores, -

en las áreas de corteza frontal, corteza tempoparietal, hipo

campo y amígdala, a excepción del área de núcleo caudado. Es~ 

to, no concuerda con lo que esperabamos. Ver posible explica

ción más adelante. 

El haber obtenido cambios poblacionales de los recepto

res o.< 1 y c< 2 noradrenérgicos es indicativo, de que los tres 

fármacos utilizados tienen un claro y definido efecto sobre -

estos dos subtipos de receptores. 

Algunos estudios parecen demostrar que podría existir 

por lo menos en ciertos organos, receptores o<.
2 

presinápticos, 

en cualquier caso, la presencia de estos es todavía hipotéti

ca. Sabemos que los receptores noradrenérgicos o< 1 se locali

zan postsinápticamente y los receptores o< 2 presinápticamente. 

Recientemente ha sido evidente que los receptores nora

drenérgicos o< 2 pueden ser subdivididos uniformemente dentro 

de cuatro posibles subtipos. En un análisis detallado de est~ 

dios de unión con radioligandos en una variedad de tejidos, 

Bylund propúso, la existencia de dos poblaciones de receptores 
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noradrenérgicos cx2 los cuales fueron llamados o<2A y o<28 ; 

ambos subtipos tienen alta afinidad por yohimbina y rauwolsc! 

na, pero sorpresivamente los antagonistas selectivos a recep

tores °"l así como varios análogos estructurales tienen alta 

afinidad por el subtipo c<.28 • Como tal, la prazosina es tam

bién un valioso instrumento farmacológico para discriminar 

entre varios subtipos de receptores oc." 2 • Usando un análisis 

similar, recientemente se ha propuesto que subtipos adiciona

les de los receptores o< 2 pueden existir: los que tentativa

mente han sido llamados OC" 2c y o<20 y que actualmente están -

siendo investigados. Lo anterior podría explicar en parte al

gunos cambios de la población de los adrenoreceptores 0< 2 pr2 

ducidos por el tratamiento con atipamezole. 

Gracias también a la ayuda de estudios por clonación mol~ 

cular en líneas celulares se ha propuesto la existencia de los 

subtipos o< 2A' oe28 y o<2c ( Bylund 1992 ). 

Por otra parte ya mencionamos que el idazoxan es un ant~ 

genista relativamente específico a los receptores noradrenér

gicos o<2 , aunque se ha dicho que puede poseer algún agonismo 

parcial en los receptores noradrenérgicos 0('1 • 
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Adicionalmente estudios electrof isiológicos de células 

han mostrado la presencia de adrenoreccptores 2 postsináp-

ticos en terminales preganglionares simpáticas y neuronas de 

amígdala ( Curet y Montigny 1988 ). Esta información también 

debe de tomarse en consideración para una posible explicación 

de nuestros hallazgos. 

Menkes y Baraban 1981 mencionaban que hay evidencia de -

que la prazosina puede cruzar la barrera hcmatoencéfalica au

mentando la posibilidad de un sitio central de su acción car

diovascular. Recientemente se ha determinado que la prazosina 

puede reducir el flujo nervioso simpático de la espina dorsal 

por bloqueo de los adrenoreceptores oe 1 a un 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 fisiológica 

de que la prazosina administrada sistemáticamente causa un s~ 

lectivo bloqueo de los adrenoreceptores cerebrales a dosis 

dentro del rango usado clinicamente. 
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Como cualquier proteína, los receptores son permanente

mente degradados y sintetizados. Así pues, la concentración 

de un receptor puede ser modulada por modificación bien de su 

síntesis, ó bien de su degradación. A esta posibilidad de re

gulación funcional se añaden otras como son la sensibiliza

ción-desensibilización. Aún en el caso de que no se detectaran 

cambios significativos en la población de un receptor puede -

estar presente el fenómeno de desensibilización o sensibiliz~ 

ción, los cuales se producen en el momento de una estimulación 

excesiva o nula de estos receptores respectivamente. Estos ca~ 

bias 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 biológ! 

cas específicas en : Canales iónicos, sistemas de segundos 

mensajeros ( más comúnmente a través de una proteína G ) etc., 

modificando las funciones del receptor. 
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L CONCLUSIONES 

Después de la administración sistémica crónica de fá~ 

macos agonistas y antagonistas de adrenoreceptores o<., uti

lizando las áreas de corteza frontal, corteza tempoparietal, 

hipocampo, amígdala y núcleo caudado del cerebro de rata, -

se hicieron curvas de saturación a diferentes concentracio-

nes de ligandos específicos, con ello se determinó cuantit~ 

tivamente los cambios poblacionales ( Bmax ) de los recept2 

res o< 1 y e.<2 noradrenérgicos, así como también sus coefi-

cientes de Hill y constantes de disociación por medio de un 

análisis de regresión múltiple no lineal~ 

Podemos decir, que los resultados así obtenidos son -

estadísticamente significativos y experimentalmente cumplen 

con las condiciones necesarias, ya que se alcanzó un estado 

de saturación del receptor a sus ligandos en la mayoría de 

los casos y además no se observó ningún efecto de cooperati 

vidad, que pudiera indicar la existencia de otro tipo de r~ 

ceptores. 
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La distribución de ambos receptores noradrenérgicos 

oc1 y OC" 2 no es homogénea en las diferentes áreas cerebra

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

lización en la sinápsis. 

Puesto que la finalidad de este trabajo fué ver si 

hay modulación de los receptores °""' del sistema noradrené~ 

gico por medio de la administración de fármacos específicos, 

como los que aquí se utilizaron, se encontró que si se obse~ 

vó dicho efecto. 

Así a través de la acción crónica de la anfetamina y 

prazosina, se ejerce una modulación sobre estos receptores. 

Algo similar ocurre con el fármaco atipamezole. Sin embargo 

con este fármaco, al menos parcialmente los hallazgos están 

en oposición a lo esperado. Las razones por lo que los cam-

bies de los receptores o<1 y 0<2 en este caso no son los e~ 

perados, pudiera ser debido a la existencia de diferentes -

especies o subtipos de receptores 0<' 1 y ot 2 o a diferentes 

cantidades y/o cualidades de algunos moduladores endógenos 

de dichos receptores. 
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El desarrollo de herramientas farmacológicas, corno la 

técnica de " Unión 11 con ligandos marcados hace posible la 

detección de cambios en las poblaciones de los receptores -

noradrenérgicos en una variedad de órganos. Corno tales, los 

receptores noradrenérgicos o< 1 y oc.2 han llegado 
1

a ser un -

importantes blanco terapéutico para el desarrollo de nuevos 

y más específicos fármacos que puedan ser útiles en el tra

tamiento de ciertas enfermedades humanas. 
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