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DESIDERATA (LO DESEADO).

Camina pldcida entre el ruido y la prisa., y piensa en la paz
que se puede encontrar en el silencio.

En cuanto te sea posible y sin rendirte, manten buenas
relaciones con todo aguel que te rodea.

Siempre di tu verdad de manera serena y clara.

Escucha a los demds; incluso al torpe e ignorante, también
ellos tienen su propia historia,

Evita a las personas ruidogsas y agresivas, pues ellas son un
fastidio para el espiritu.

Si te llegas a comparar con los demds, te sentirds vana vy
amargada, pues siempre habrd personas mas grandes o mds pequefias
que tu.

Disfruta de tus éxitos lo mismo que de tus fracasos.

Manten el interés en tu propia carrera por humilde que esta
sca, ya que es un verdadero tesoro en el fortuito cambiar de los
tiempos,

Se cauta en los negocios, pues el mundo esta lleno de
engafios; oin embargo que ello no te vuelva ciega para la virtud
que existe.

Hay muchas personas que se esfuerzan por alcanzar nobles
ideales, la vida esta llena de heroismo.

Se sincera contigo misma y en especial no finjas el afecto y
no seas cinica en el amor, pues en medio de todas sus vicisitudes
y desengafios, el amor es perenne como la yerba.

Acata ddcilmente el consejo de los afios, abandonando con
donaire las cosas de la juventud.

Cultiva la firmeza del espiritu para que te protela en las
adversidades repentinaas,

Muchos de los temores nacen de la fatiga y la soledad,
sobre una eana disciplina se benigna contigo misma.

Tu eres una criatura del universo, no menos que las plantas
y las estrellas, tienes derecho a existir.

Y sea que te resulte cierto o no, indudablemente el universo
marcha como debiera.

Por eso debes estar en pez con Dios. cualquiera que sea tu
idea de El, y sean cualesquiera tus trsbajos y aspiraciones,
conserva la paz de tu alma en la bulliciosa confusién de la vida.
Aun con todas sus falsedades, penalidades y suefios fallidos, el
mundo es todavia hermoso , se cauta, esfuerzate por ser feliz.

Andnimo (Siglo XVII).
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1. RESUMEN

El indorrenato (IR) (5-metoxitriptamina, fmetilester) es un
compuesto antihipertensivo que actua a nivel del Sistema Nervioso
Central (8SNC)., En gatos anestesiados, la inyeccién de IR en la
arteria vertebral lzquierda o por via intracerebroventricular (ICV)
causa una caida en la preslén arterial similar a la que se
obtiene cuando se lnyecta serotonina (5HT). La administracion
intraperitoneal de 10 mg/kg de IR causa un incremente en la
concentraclion de la 5HT y una disminucién de su metabolito, el
dcido S-hidroxindolacético (5HIAA) en el tallo cerebral (TC), la
corteza cerebral (CC), el hipotalamo (HI), y el cuerpo estriado
(CE), ademis disminuye significativamente las concentraclones de
los metdbolitos de la dopamina (DA), el acido homovanilico (HVA)
y el 3,4--dih1dzoxi£enllac¢tlco (DOPAC), esto 4ltimo sugiere gque el
IR puede unirse a los autoreceptores Da. Los estudios in vitro
sugleren que el IR puede unirse a los receptores 5HTia ya que
desplaza la unién de S5HT-H? y de ipsapirona-H?® en membranas de
hipocampo (HP)., Estos receptores han sido {dentificados como
avtoreceptores acoplados a proteinas G, y disminuyen su afinidad en
presencia de quanosina trifosfato (GTP). Ademas, su estimulacién es
sequida de una inhibiclién en la liberaciodn de. la 5HT en rebanadas
de HP, En este trabajo se explord si el IR se une a los receptores
Dz y 2 los 5HT;. mediante el estudio de el desplazamiento que causa
este compuesto sobre la unidén de la espiperona-H? (antagonista de
DA) a membranas de CE, HI, HP, TC y CC, asi comn medliante la uniédn
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de SHT a membranas de HP en presencla y ausencia de GTP. Ademas se
estudio el efecto del IR sobre la liberacién de SHT-H® en una
fraccion sinaptosomal cruda de HP. Los efectos del IR sobre la
unién de S5HT a membranas de HP as! como sus efectos sobre la
liberacién de 5HT se comparardn con los de la ipsaplrona (1P) y el
8-0H~-DPAT dos agonistas serotoninérglcos que se unen a los
receptores 5HTia. En ausencia de GTP, el IR desplazé la untédn de
SHT-H> en membranas de HP con una ICso de 50 nM. En comparacidn, i
8-0H-DPAT desplazd la unidén de SHT con una ICsu de 50 nM y con IP
una ICso de 5 nM. La capacidad del IR para desplazar esta unién
disminuyd en presencia de 0.1 mM de GTP con una ICpo de 1 M. Un
efecto simllar se obtuvd con el 8-OH-DPAT y la IP. En presencia de
GTP estos compuestos desplazardn la union de SHT con una ICso de
50 UM y 10 UM respectivamente. La liberacidon de SHT-H? estimulada
con cloruro de potasio (55 mM) disminuyo6 en presencia de IR 1 jM ea
unp {5 £ 2.4 %, De forma semejante 1 UM de [P y 8-OH-DPAT inhlbieron
la liberacién en un 32 ¢t 3.4 y 18 ¢ 2 % respectivamente sin
afectar la liberacién basal. El IR no desplazé la unién de 1a
espiperona-H? en el CE. Los resultados indican que el IR no se une
a los receptores Dz y sefialan que se une a los receptorés de SHT
del tipo 5HT. a nivel central, Ademads estos resultados tambi:n
sugleren que actta como un agonista serotoninérglco con una

potencla semejante a la de el 8-OH-DPAT.



2.- BPIDEHIOLOGIA

La hipertensién arterial constituye el 10% de las enfermedades
que afectan a la poblacién mundial (Frohlech, 1979). La enfermedad
no tratada aumenta la mortalidad a edad temprana ya que disminuye
el promedic de vida de 10 a 15 afios. Los paclentes hipertensos
sometidos a tratamiento médico, en los que se controla la presién
arterial optimamente, tienen una incldencia menor de complicaciones
cardiovasculares en relacién a la observada en los no controlados
(J.A.M.A. 1870). Las personas que han padecido de hipertensién
arterlal durante un perliodo largo, frecuentemente sufren una
enfermedad terminal {ncapacltante, como son las secuelas de
accidentes vasculares cerebrales, de Infartos del mlocardio o de
insuficlencia cardiaca, aungque tal wmorbilidad puede disminulrse
slgniflicatlivamente con el tratamlento antihipertensive (J.A.M.A.
1967). 81 bien, la hipertenslién arterial no produce sintomatologla,
en cambio, la adminlstracién de medicamentos antihipertensivos si
se acompafia frecuentemente de efectos colaterales, De tal forma,
que aln cuando exlsten diversos agentes antlhipertensivos capaces
de controlar la hipertensién arterial, alqunos producen tantos
efectos colaterales, que los paclentes termlnan por suspender el
tratamiento. En vista de lo anterior, varios laboratorios han
encaminado sus esfuerzos a la busqueda de nuevos agentes
antlhipertensi{vos que no produzcan efectos colaterales. Una form:
es estudlando el efecto que causan en el Sistema Nervioso Central

(SNC). Este es un tejido de gran complejldad, esta constituildo por



neuronas y por un teiido de sostén llamado glia. Las neuronas
tienen una gran diversidad de formas y tamafios. Estan constituldas
por un cuerpo celular del que parten por un lado las dendritas, que
conforman la reglién por la que la neurona reclbe preferenclalmente
la informaclién y, por otro lado, el axon con sus ramiflcaclones que
se encargan de llevar dicha Informaclén a las células nervliosas con
las que la neurona hace contacto., Los extremos de las
ramiflcaclones de un axén constltuyen las terminales sinapticas de
una neurona. Las células gliales o neuroglla proporclonan soporte
estructural y metabélico a la red neuronal, ademis de las células
de Schwann que se encuentran alrededor de todos los axones, En
alqunos casos las células de Schwann enclerran al axon dentro de
una fina capa, en muchos otros, se envuelve alrededor del axén en
el transcurso del desarrollo embrionario, dando lugar a las
miltiples y densas capas de alslamiento conocldas como mielina, La
valna de miellna est4 Interrumplda a cada milimetro a lo largo del
axén por espacios estrechos llamados nédulos de Ranvier. El oxiqgeno
y los nutrientes son suminlistrados por una densa red de vasos
sanguineos (Stevens, 1981).

La organjzaclén, actividad y comunicacién que se establece entre
las neuronas da lugar a funclones desde las mis slmple, gue estan
presentes en alqunos invertebrados como 1a locomoclén, hasta los
procesos mis complejos que se encuentran en los vertebrados como
las funclones cognoscitivas en el ser humano.

La informaclén que proviene tanto del mundo exterior como del

interior del organismo l1lega al cerebro, ahl e¢s recibida, procesada



y almacenada por las neuronas. Para llegar a comprender estos
procesos es necesario conocer cémo se comupnican, y cuéles sqn los
fenémenos quimicos, bioquimicos, y moleculares relacionados con la

transmisiéon de dicha tnformacién (Kandel, 1991).

I.- TIPO3 DE SINAPSIS

La zona de comunicacién entre las neuronas es la sinapsis
Sherrington (1897}, Esta constituida por una serie de
especializaciones estructurales de la terminal axénica y de la
membrana de la neurona con la gue hace contacto., La porcion
correspondiente al axén se considera preslna?tica e informadora,
mientras que la parte que recibe la informaclén se denomina
membrana receptora postsinaptica. La sinapsis se puede establecer
entre el axén de una heurona, con el soma, el ax6n y las dendritas
de otras neuronas (Kandel y col, 1991). En los afies treinta, un
grupo de fisiélogos encabezados por Eccles, propusieron que el
mecanismo universal de transmisién sinaptica era eléctrico;
mientras que otro grupo con una orientacién farmacolégica
encabezados por Dale, propusieron que el mecanismo era de tipo
quimico. Posterjormente en 1950, se demostré que las sinapsis no
operaban exclusivamente con un s86lo mecanismo y que es posible
encontrar ambos tipos de sinapsis en el SNC., Estas dos formas
funcionales coxresponden a dos tipos morfelégicos de sinapsis; de

unidn estrecha ("gap junction" 20 A°) y de hendidura amplia (200



a 300 A®). La primera corresponde al tipo eléctrico y la segunda al
quimico.

En la sinapsis eléctrica, el area de unién entre las membranas
es simétrica en apariencia, mientras que 1a sinapsis quimica se
caracteriza por la presencia de un gran nimero de mitocondrias que
se utilizan en el catabolismo de los neurotransmisores (NTS);
también se encuentran vesiculas sindpticas aplladas en la vecindad
de la membrana presindptica. Tanto las mitocondrias como las
vesiculas sindpticas dan una mayor opacidad cuando se observan en
una electromicrografia, contribuyendo asi a la apariencia
asimétrica entre las porciones pre y postsindptica que conforman la

sinapsis quimlca (Bullock y col, 1977).

I1.-NEUROTRANSMISION

a.- Eventos presindpticos

La membrana sindptica posee un potenclal de reposo dado por la
distribucién selectiva de los lones K*, Na*, y C1-. En el potenclal
de reposo, el K* se encuentra muy concentrado en el interior de la
célula, mlentras que el Na* y el Cl- estan mds concentrados en el
exterior, Cuando llega un estimulo a la terminal, se produce un
camblo en la permeabilidad de la membrana a los lones Na* los
cuales se acumulan en el interior de la célula. Invirtiendo la

polaridad de la membrana, el potenclal de reposo se recupera como
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consecuencia de la pérdida de cargas positivas, producidas por la
salida de iones K*, Bl cambio transitorio de potencial activa los
canales de Ca?* sensibles a voltaje permitiendo el paso de estos
lones a través de la membrana presinaptica, dentro del botén
sinéptlco, activando los mecanismos de liberacién del
neurotransmisor (NT) quimico (Stevens, 198l). Con respecto al
mecanismo de liberacién existen dos hipétesis: la vesicular que
postula que en el estado de reposo las células nerviosas almacenan
los NTS en vesiculas sinapticas. Cuando hay una estimulacién de la
terminal nerviosa se origlna la entrada de calclo y las vesiculas
se fusionan con la membrana plasmatica, vaclando su contenido a la
hendidura sindptica medlante un proceso de exocitosis.

Por otra parte, la hipdtesis citoplasmdtica establece que un
impulso nervioso produce la entrada de caiclo a la terminal. Este
i6n al unlrse a proteinas aceptoras de calclo produce la formacién
de canales por donde los NTS son liberados del citoplasma a la
hendldura slnaptipa. Sl se prolonga la estimulacién eléctrica de
una terminal nerviosa, entonces los NTS dentro del cltoplasma
disminuyen a3s} como los que est&n almacenados en las vesiculas con
un mecanismo semejante al descrito en la hipétesis veslcular. Una
vez que el estimulo ha cesado, la polaridad de la membrana se
restablece, los canales de Ca?* sensibles a voltaje se clerrany el
transmisor deja de ser liberado (Kandel, 1991).

Los procesos de secreclién y liberacidén de compuestos en muchos
tipos de tejidos gqlandulares y tezminéles nerviosas requieren del

calcio extracelular e intracelular. Los estudlos realizados in vivo

11



demuestran gque la liberacién de posibles NTS es {nhibida for
antagonistas de Ca?* como el Mg2* (Hubbard, 1961). As! mismo, los
agentes que implden el flujo de Ca®* a la terminal sinaptica como
el verapaml}l y el rojo de rutenio, disminuyen la liberacidn de los
NTS, tanto en condiciones de estimulacién fisiolégica como en
preparaciones In vitro (Levy y col, 1974).

En otros estudlos se ha descrito la participacién de sitios no
sinapticos como el soma neuronal y células gliales en la liberacion
de NTS aminoadcidos, después de despolarizar las células mediante
concentraciones altas de K* extracelular, o por estimulaclodn
eléctrica (Gardner, 1981}. Una caracteristica de la liberacién de
células gliales es que no requiere de Ca?*

La principal caracteristica que distingue a la sinapsis guimica
de la eléctrica (ademas de la velocidad con que se produce una
respuesta y de la estructura fina) es que la sinapsis quimica,
sintetiza, almacena y libera sustanclias activas, conocidas con el
nombre de neurotransmisores (NTS). Estos no se hallan distribuides
al azar por todo el cerebro, sino gue se localizan en grupos
especificos de neuronas cuyos axones se proyectan sobre otras
regiones cerebrales de alta especificidad (Iversen, 1981). A la
fecha se han descrlto en el cerebro cerca de 30 NTS. Cada uno de
ellos tlene un efecto caracteristico, excitador o inhibidor sobre
las neuronas. Los primeros funcionan despolarizando la membrana de
la célula postsindptica con la cual hacen contacto mlentras que los
NTS {nhibidores la hiperpolarizan y dificultan la despolarizacidén

de la membrana postsinaptica por impulsos excitadores simultaneos
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o subsecuentes (Iversen, 1981),

Los NTS son de bajo peso molecular, como la acetilcolina, otros
son aminodcldos como el 4cldo gama amlno butirico (GABA), la
glicina, el &acido aspartico, el 4cido glutdmico, 1la taurlna;
alqunos mas son aminas como la dopamina (DA), la norepinefrina
(NE), la epinefrina, y la serotonina. También se ha postulado un
grupo de péptldos que incluyen a la sustancla P, las encefalinas,
la neurotensina y la somatostatina entre otras.

Hay diferentes modelos para la identificaclén de NTS, Entre las
técnlicas in vivo se encuentran la superfusién de 4dreas especificas
del SNC en animales anestesiados o mediante la Implantacién de
cdnulas en el animal desplerto y con llibertad de movimiento
(Ashkenozl, y Holman, 1973). Estos métodos son poco utilizados, ya
que la implantacidén de cénulas en el cerebro dafia las células
adyacentes, por lo que impide conocer con certeza el estado
funcional del &4rea de superfusién.

En los estudlios in vitro se pueden utillzar rebanadas, (Lépez-
Colome y col, 1978) 6 sinaptosomas (Gray y Whittaker, 1362), de una
estructura cerebral o de cerebro completo, Sin embargo estas
preparaciones tienen dificultad para interpretar los resultados, ya
gue existe una heterogeneldad de 1la poblacién de terminales
sindpticas. Durante la obtencidn de los sinaptosomas la membrana de
la terminal nervlosa se rompe en la zona de mayor adelgazamiento y
menor resistencia, aprovechando la propiedad de las membranas
bivldgicas de sellarse al ser parcialhmente rotas (Dunkley y col,

1987); esto permite que la terminal se separe de su axén y
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conserve en su interior sus organelos y toda la maquinaria
bioquimica necesaria para la sintesis, almacenamiento, liberaclén
e lnactivacién de los NTS que se hallan asociados con ella y puedan
ser separadas de los restos celulares y de otros organelos
celulares presentes en el homogenado por dlferenciacién vy
procedimientos de gradientes de densidad (Bradford, 1975).

Los sinaptosomas presentan un potenclal de membrana graclas al
cual son capaces de responder a estimulos eléctricos, generando
potencliales de accién (Richétds y Mcllwain, 1967).

Ademas regqulan la entrdada y salida de calcio a través de su
membrana (McGraw y col, 1981), manteniendo un nivel de Ca®**
citosdlico en el reposo similar al encontrado en las células
intactas (Nachshem, 1985). También se observa un fuerte
acoplamiento entre la liberacién del transmisor y la entrada de
ca?+ durante la despolarizacion répida (Drapeu y Biausteln, 1983).

Bradford en 1969 demostrd gque los sinaptosomas mantenidos a
37° C y en presenclia de sustratos adecuados pueden resplrar con un
consumo lineal de 02 durante varlas horas después de su
dlslamiento. Nachshem y Drapeu en 1988 demostraron que la membrana
plasmitica conserva sus caracteristicas de sensibilidad osmética,
y con una gran capacidad amortiguadora para regular el pH
citosdlico.

La terminal presinadptica tlene la propiedad de "recapturar" a
lo3 NTS gue han sldo liberados al espaclo sindptico por medio de un
sistema de transporte activo de alta afinidad, dependiente de sodio

y de la temperatura (Cooper, y cols 1931).
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Esta propledad, se conserva en los sinaptosomas de tal manera,
que 51 son incubados en un medio que contiene a4 un NT marcado
radioactivamente en bajas concentracliones para activar los sistemas
de remoclén de alta afinidad, lo captan y es posible seguir su
liberacion en diferentes condicliones experimentales. Ademas como
los sitios de captura para un NT estdn locallzados en las neuronas
que normalmente lo sintetizan, almacenan y 1liberan, les da la
propiedad de captar selectivamente al NT gue fisiolégicamente
liberan (Fonnum y col, 1981). Esto representa una ventaja
experimental ya que, a partir de una poblacién heterogénea de
sinaptosomas de cerebro completo, sélo aquéllos que cuenten con los
sitios de captura para el NT marcado radioactivamente, serén
capaces de captarlo y liberarlo en las condiclones que lo propiclen
(Bradford, 1975).

Alqunas metodologias utilizadas para estudiar la estimulaclén
neuronal y que simulan a la estimulacién fislolégica en el SNC son:

a.- La estimulacioén eléctrica a través de electrodos implantados
In vivo. Con este tipo de estimulos se ha demostrado la lliberacion
dependiente de Ca** de gaba, glutamato, acetilcolina y serotonina
de terminales nerviosas alsladas (Foster, y Roberts, 1980)., Ademas
promueve en muchos cascs la secrecién de algunos transmisores
amlnoacidos de manera independiente de Ca?* (Redburn, y Cotman.
1974).

b.- Otro método utllizado en preparacliones sinaptosomales y
rebanadas, es la despolarlzaclién por exposiciéon a agentes quimicos

tal como concentraclones altas de K+ gque modlfican el potenclal
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electroquimico. Otros poseen mecanismos de acclén menos especificos
como la oubaina que inhibe la bomba Na*-K* y, de esta manera,
acumula Na* en la terminal, Actualmente se considera que la
veratrina es el gque mwd8s cercanamente simula el estimulo
fisioldgico, ya que permite la apertura selectiva de canales de Na~*
sensibles a wvoltaje, los que son activados durante la

despolarizacion fislolégica (Redburn, y Cotman. 1974},

b.- Eventos postsinaptices.

Una vez que la neurona presindptica ha l}berado al NP, éste
cruza el espacio sindptico y se une a sltios especificos en la
membrana postsinaptica (receptores).

El concepto de que drogas, hormonas y NTS producen su efecto
biolégico por interaccién con sustancias receptoras en las células
fue tntroducido por Langley (1905),

Los receptores postsindpticos se han estudiado desde un punto de
vista fisjoldgico (Bennet, 1978); son proteinas integrales de la
membrana (Slotklng, 1978), y poseen un sitio activo, semejante al
de las enzimas, en donde se unen los NTS, Esta unlén constituye el
paso inicial de activacién del receptor, Esta lnteraccién produce
la excltacién o la inhlbicién de las neuronas, dependiendo del
transmisor quimico que la célula presindptica elabore y de 1la

quimica de la membrana de la célula postsinaptica (Hubel, 1981).
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Existen farmacos que modifican este proceso bloqueando la unién del
receptor sin  producir ningan efecto fistoldgico lefecto
antagonista) o mimetizando los efectos del NT (efecto agonista).

Con la unlén del 1ligando, se altera la conformacién
tridimensional de la proteina receptora, desencadenandoe una
secuencta de acontecimlentos, que se iInician con un movimiento
lateral del complejo 1ligando-receptor hasta encontrar a una
molécuia efectora, que puede estar requlando un canal iénico en la
membrana (Changeous y Bennedetti, 1983), una ciclasa de nucleétidos
(Orly y Scham, 1976) o algin otro sistema de amplificacidén de
seflales que puede ser o no parte integral de la molécula receptora.

En 1988 Strange propusd clasiflicar a los receptores en dos
clases: Clase I (rapidos) y Clase II {lentos). Los receptores
rdpildos estan directamente acoplados a un canal ldnico y su
respuesta se produce en milisequndos, cuvando el receptor es
actlivado por el transmisor, La clase Il (lentos): estan acoplados
a proteinas G, ademids pueden estar acoplados directamente a canales
idnicos o vinculados a sistemas de segundos mensajeros.

En este Ultimo caso, las protelnas G estan unldas al nucledtido
de guanidina; su estructura consiste en tres subunidades alfa, beta
y gama, Estas protelnas reguladoras son activadas por 1a hidrélisis
de GTP a3 GDP y pueden ser clasificadas en cuatro grupos: Gs
estimula la adenilato ciclasa; Gi inhibe a la adenilato clclasa; Gt
traduce 1la sefial medlante 1la rodopsina que activa una
fosfodlesterasa acoplada a GMP ciclico y proteinas Go las cuales

comprenden un grupo grande de protelnas G, una de las cuales puede
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estar acoplada al fosfalnosltol (Cooper, y cols. 1991),

Uno der los mecanismos de segundos mensajerocs que mas se ha
estudiado es el de la adenilato ciclasa. De acuerdo a la hipéteslis
de Sutherland, el receptor de muchos transmlisores estd acoplada a
la enzima adenllato clclasa que cataliza la conversidon del
adenosintrifosfato (ATP), en 3' 5' adenesin menonucledtido clelicc
(AMPc). La adenllato clclasa suele estar inactiva pero cuando un
neurotransmisor se une al receptor postslnaptico, la enzima se
activa y empleza una raplda conversién de ATP en AMPc en el
{nterior de la célula, el AMPc actbia fosforilando la maquinaria
biogquimlica de 1la célula, Inlclando la respuesta fisiolédgica
caracteristica del transmlsor (Iversen, 1961}.

La capacidad de unlén que muestran los neurotransmisores a las
membranas sindptlcas es de alta aflnidad lo que permite reconocer
su unién a la membrana postslinaptica y dlstinguirla de la unlén
del transmisor al sistema de transporte presinidptico, ademés este
ultimo requiere de la presencla de Na* en el medlo de lncubaclén
(Fags y Lane, 1979), mientras que 1la unién al receptor

postsinaptico es Independiente de Na* (Bennet, 1978).

c.~ Modulaclén de la transmisidén sindptica

Cuando un neurotransmisor ha terminado su acclén debe ser
rapidamente inactivado, pues de lo coﬁtrazio, actuaria durante un

tlempo excesivo y se perderia la precisién cn el control de la
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transmisioén (Iversen, 1981),

Esta requlacién puede darse a través de mecanismos presinapticos
que involucran a un autoreceptor, el cual responde al transmisor
controlando la sintesis del mismo; esto ultimo puede ocurriz a
nlvel de la enzima limitante de la sintesis o de los cofactores de
la misma. Otro mecanismo es la inactivacién de los
neurotransmisores, medlante su transformaclén por enzimas
localizadas en la hendidura sinaptica, o bien mediante su difusién
en el liquido extracelular., Ademds de los mecanismos enzimdticos
existen sistemas de acumulacién de alta afinidad para las
sustancias neurvcactivas presentes en el liquido extracelular, Estos
sistemas se han descrito tanto en neuronas como en células gliales
(Hamberger, y Nystrom. 1970).

Existen varios mecanismos postsinapticos que modulan la
transmisién sindptica: 1.~ modificando el numero de receptores. La
regulacién hacla arriba "up-requlation" y la regulacion hacia abajo
"down requlation", se relacionan respectivamente con un aumento y
una baja en el nimero de los receptores. 2.~ Otra manera en que se
regulan los receptores es através de la capacidad de respuesta o
sensibilidad; esta capacidad se evalda por la modificacién de los
mecanismos efectores es decir de segundos mensajeros. Asi tenemos
uha hipersensibilizacién y una desensibllizacién en funcidén de su

respuesta,
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3.- SEROTONINA.

La serotonina ha sido ampliamente estudiada. Su existencia como
una sustancia con propledades vasoconstrictoras en el suero fue
demostrada por Janeway y col (1918). En 1348 Rapport y cols, al
tratar de demostrar la participacién de algun mecanismo humoral en
procesos hipertensivos, describié el método mis adecuado de
aislamiento de este agente vasoconstrictor. El mismo, en {949,
describid su estructura quimica como una 5-hidroxitriptamina (5HT)
con una cadena lateral probablemente etilaminica. Sefialando que el
nombre trivial de SEROTONINA podria ser usado para la base indélica
farmacoldéglicamente activa., A conclusiones similares 1llegaron
Erspamer y Testinl en 1952, cuando lograron alslar una sustancia
que se encontraba en concentraclones elevadas en las células
cromafines de la mucosa {ntestinal del conejo y que ademds le
conferia propiedades histofluorescentes, a este compuesto le dieror
el nombre de Enteramina., La sintesis quimica de esta indolamina
realizada por Hamlin y Fischer (1951), permitié confirmar que el
principlo activo de la serctonina o enteramina de Erspamer, es el
3-{beta amino etil)-5-hidroxindol. Este compuesto (-HT) es de color
blanco cristalino, muy soluble en agua pero con un marcado poder
reductor, tiene un peso molecular de 176.2 M. En solucidén &cida
emite cuantos fluorescentes y posee tres centros de alta densidad
electrédnica, ublicados en el grupo hidroxilo de la posicién 5, el

anillo anular y el amino de la cadena lateral.
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T.- DISTRIBUCION DE LA SEROTONINA

Detalladas recopllaciones han sido elaboradas sobre las
diterenclas en la concentracién de SHT en diversas especies y areas
anatomicas (Garattini y valzalll, 1965). Erspamer (1966), hizo una
amplia revisidn que reune las diferentes especies de plantas vy
animales donde se ha demostrado la existencla de 5HT, sefialando su
presencia en algunos géneros animales de los phyla Mollusca,
Cnidaria y subphylum Urochordata, asi como en todas las clases del
subphylum Vertebrata. También se encuentra en numerosas ponzofias y
venenos como los de avispas y alacranes. Entre las plantas, se
incluyen aquellas empleadas como nutrientes por el hombre,
sobresallendo frutas y semillas tales como la pifa, el platano, las
nueces, etc.

La cantidad de SHT corporal en el ser humano es de
aproximadamente 10 mg/kqg y se distribuye de la siquiente manera:
50 % en el tracto gastrointestinal que es la fuente mds importante
de SHT, de 8 al 10 % en plaguetas sanguineas Yy de 1 a 2 % en el
SNC. (Resnick, y Greg, 1961). En los mamiferos se encuentra
principalmente en el sistema de células enterocromafines,
particularmente del antro plldrico y en el duodeno, en el plexo
mientérico, y en el tejido fatal. Un gran porcentaje de la 5HT
liberada de la mucosa gastrointestinal es captada por las plaquetas
a sSu paso a través de los capilares del plexo mientérico,
encontrandcse en la sangre en formﬁ libre sdélo el 3 %; 1la

concentracion plaquetarta en el humato se ha estimado de 0.2 a
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0.4 pg/my. (Salcia, y Sampietro, 1967)

La serotonina liberada a sangre portal tiene una vida media de
2 minutes, entre el 10 y 80 % de la que pasa por el hlgado es
degradada y, aproximadamente, del 92 ul 98 % de la amina es
retenida por el sistema vascular pulmonar. (Pickett, 1975).

En el cerebro humano se encuentra especialmente, en los cuerpos
celulares y varicosidades neuronales del nicleo del Rafé los cuales
se situan dorsalmente cerca de la linea media del tallo cerebral
inferior., Algunos qrupus de células serotoninérgicas se localizan
mas lateralmente en el nicleo paragigantocelular y en la zona
ventral del &rea postrema. Los somas de las fibras ascendentes se
localizan en el nacleo de Rafé dorsal e inervan la formacién
reticular pontomesencefilica, el hipocampa, el ﬁlpotélamo anterlor,
el 4rea pre6ptica y la corteza, los somas de las fibras
descendentes se encuentran en los nucleos de Rafé ventral y bajan

por la médula espinal. (Fixe, y Jonsson, 1974).

II.- SINTESIS DE LA SEROTONINA

S6la 1-2 % de 1a serotonina corporal se encuentra en el cerebro,
ya que la serotonina no puede cruzar la barrera hematoencefdlica
resulta claro gue las neuronas también deben sintetiiazla (Cooper,
y cols 1991), El primer paso es la captura del triptéfano,
aminodcido esencial, que no es de los mds abundantes en la dleta,

por lo que se puede manipular en las fuentes de "ingesta para
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modificar los niveles de 5HT; sin embargo, s6lo 1 % del triptéfano
ingerido se destina a la sintesis de este neurotransmisor. (Knott,
y Curzon, 1972).

Existen variaciones en los niveles plasmaticos del triptéfano
durante las 24 horas del dia, lo cual se traduce en 1las
fluctuaciones clrcadianas de la SHT en el SNC. Se sabe que existe
un slstema de alta afinidad para la captura del triptéfano en las
sinapsis serotoninérgicas y un sistema de baja afinidad en la glla
y en preparaclones sinaptosomales,

Una vez que el triptdofano entra a la célula es hidroxllado por
la triptéfano hidroxllasa, esta enzima es limltante de la sintesis
de la S5HT, y requiere como cofactores a la tetrahidroblopterxina y
al oxigenoc molecular y agrega un grupo hldro&ilo al anfillo indol
del triptéfano en la posicléon 5 y forma asi el S5-hldroxitriptofano
{5HTP)., El siguiente paso es una descarboxllacién; el grupo
carboxile del carbén es removido por 1la S5-hidroxitriptofano
descarboxilasa (5HTP-D), que tlene como factor el fosfato de
piridoxal (vit, Be), formandose asi la serotonina. La serotonina se
cataboliza por accién de la enzima monoaminooxidasa (MAQ) que se
localiza en las mitocondrlas y que por su accién oxldante desamina
a la serotonina formande asi a su principal metabollte, el

Acido 5-hidroxiindolacético (5HIAA). (Anthony, 1984).
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ITI.- PARTICIPACION DE LA SEROTONINA EN PROCESOS FISIOLOGICOS

Exlsten evidencias sobre la partlclipaclén de la serotonina como
neurotransmisor en procesos fisloléglcos. La serctonina particlpa
en el control de la temperatura corporal (Gorgnla, 1975), en el
ciclo suefio-vigilia (Jouvet, 1968), en la integracl6tn del dolor
(Sicuteri y col 1973), en la conducta sexual (Greene y Grahame-
Smith, 1975). Entre los estados patoldgicos que la apuntan como
probable agente patogénico estdn, el sindrome carcinolde (Adamson
y col 1971), 1la fibrosis (Boucek, 1971), los estados de
hipermotilidad Intestinal (Reichle y col 1970), a nivel del SNC se
le han atribuido implicaciones en la esquizofrenia {(Goodwin, 1975}
y en alteraclones de la conducta como la depresidn y ansiedad

(Bradley, 1987},

IV.~ RECEPTORES A LA SEROTONINA

Se ha descrito que la serotonina se une a receptores
especificos, En los ultimos 30 aRos se han desarrollado tres
clasificaciones distintas. (1) una clasificacién funclonal basada
en estudlos farmacoldglcos, (2) una clasificacién por 1ligandos
basada en sitios de unién, y (3) una clasiflcacién bioquimica

basada en segundos mensajeros.
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a.- Clasiflcaclén funcional

La primera sugerencia de que podria existir mas de un tipo de
receptor para la 5HT fue descrita por Goodwin, (1975) gue observé
quellos derivados del erqot, talgs como la dietilamina del 4cido
lisérgico (LSD) y la dihidroergotamina, son antagonistas potentes
de la accién de la SHT en el misculo liso del atero de la rata,
pero no fueron tan potentes en la preparacién de cobayo.

Gaddumm y Plcarelll (1957), publicaron una descripcién mas
detallada de esta discrepancla farmacologica y propusieron dividir
los receptores a la S5HT en dos tlpos: "M" y "D", Al primero se le
definlé como un receptor neuronal localizado en los gangiios o en
lag Eibras nerviosas de los nervios parasimpaticos: este receptor
es blogueado por la cocaina y morfina (llamado asi por la inicial
de la morfina). El receptor tipo "D" (llamado as! por la inicial de
la dibenzilina) se localiza en la musculatura lisa y su efecto es
bloqueado por la dibenzilina, Esta divisién no se pudo sostener,
primero porque la dibenzilina no es un antagonista selectlvo del
receptor "D" y segundo, pordue la morfina ejerce sus efectos de
‘bloqueo inhibiendo la llberaclén de acetllcolina y no por bloqueo

del receptor (Bonate, 1991).

b.- Clasificacién por ligandos

Peroutka y Snyder (1979), utilizando la técnica de unién ligando-
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receptor, describleron dos tipos de receptores para la serotonina
en el SNC: los SHT. y 5HT.. Estos receptores dltieren entre si por
su afinidad a la espiperona (antagonista serotoninérgico) y a la
serotonina marcada. Los receptores SHT, tienen una alta afinldad
del orden de nanomoles (nM) por SHT-H® y los 5HT2 exhiben una baja
afinidad del orden de micromoles {HM) y est4n considerados como los
equivalentes a los 5HT D de Gaddumm y Picarelli (19%7), pero con
una alta afinidad por espliperona y otras drogas bloqueadoras
clasicas del receptor de B5HT tales como la metisergida y la
ciproheptadina.

Pérdigo y cols, en 1981 demostraron la exlistenclia de dos
sitios distintos de unidn para 5HT-H? en el cerebro de la rata: en
un experimento de competencla por espiperona con 5HT-H®, obtuvieron
una curva con un desplazamiento bifdsico; la alta y baja afinidad
a los sitios de unibén a SHT-H?, fueron llamados 5HTia (nNM) y
5HT., (HMM) respectivamente.

La B8-Hidroxi-2-(di-n-propilamino-tetralin) 8-OH-DPAT fue
determinada como altamente selectiva y affn por el sitio 5HT.a
(Middlemiss y Fozar, 1983). Otro marcador para este subtipo es la
i psapirona-H?® (clasificado como TVXQ 7821) (Dompert y col, 1985).
Los receptores 5HTia estdn localizados en gran concentracion en el
hipocampo y en el ntcleo del Rafe. El RU-24969 es un agonista
selectivo del receptor SHT.n (8ills y cols, 1984), también es
marcado con lodocianopindolol-I*2® (CYP) en presencia de 30 uM de
isoprenalina para excluir la unién a Beta—adzenoceptores (Pazos

cols, 1985). Este subtipo se encuentra en gran concentraclén en el
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globo palido y en la sustanclia negqra.

Basidndose en estudios de autoradiografia Pazos y cols (1985)
describieron un tercer subtipo al gue llamaron 5HTie. Este fue
encontrado en el plexo coroideo del cerdo y de la rata. Este
receptor es marcado por la mesulergina (aqonista serotoninérgico).
Heuring y Peroutka en 1987 describleron otro subtipo para 5HT.
marcado con SHT-H?; fue identificado en membranas de cerebro de
bovino y lo llamaron 5HTi1a. Reclientemente se identificéd el receptor
5HTa2 (considerado el equivalente al receptor M de Gaddum y

Picarelli 1957), para su identificacién se marco con quipasina-H3,

c.- Clasificacién bioquimica.

Los receptores serotoninérgicos también se han clasificado de
acuerdo al sistema de transducclién al que estédn acoplados. Un grupo
est4 acoplado a proteinas G y vinculados a un sistema de segundos
mensajeros los cuales comprenden, los receptores 5HT., 5HTz, los
subtipos del receptor 5HTa., el 5HTia (De Vivo y Maayani 1986), los
SHT1n (Schoeffter y Hoyer 1989), los 5HTia (Schoeffter, y col 1988)
y los receptores 5HTs (Dumuis y col 1988) estan vinculados a la
adenjlato ciclasa, Los receptores 5HTa2 (Doyle y col 1986) y el
subtipo 5HTi1e (Hoyer, 1988) estéan vinculados a la fosfollipasa C. El
otro grupo incluye los que estin asociados directamente a canales
fonicos, A este grupo pertenecen los receptores 5HT» (Hartlg,

1989).



V.- DROGAS QUE MODIFICAN LA TRANSMISJON SEROTONINERGICA.

La neurotransmisién guimica requiere de una serie de pasos: la
sintesis del neurotransmisor, su almacenamiento, su liberacidn, su
acoplamiento a un receptor especifico y la termipaciéon de sus
acciones. Cada uno de estos pasos ha sido estudiado con todo
detalle y se han descublerto fadrmacos que los favorecen o los
bloquean selectivamente., Algunos farmacons que tienen accliones sobre
las difcrentes etapas en la neurotransmisién serotoninérgica se

detallan 4 continuacion,

a.- Inhiblidores de la sintesis

Existen compuestos que interfleren con la sintesis de la
serotonina, La p-cloronfenilalanina (PCPA), bloquea a la enzima
triptéfano hidroxilasa, que hidroxila al triptéfano. la PCPA
compite con el triptéfano y se une irreversiblemente 4 la enzima,

disminuyendo las concentracliones centrales de 5HT (Kuhn, 1980).

b.- Inhibidores del almacenamiento

La reserpina es el farmaco depletor de SHT mas importante. Su
nfecto se observa claramente en las plaquetas, en donde disminuye

sus niveles durante 3 a 5 semanas con una dosls de 1 a 10 mg
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administrados sistémicamente por via oral o Intramuscular (Beln,
1956}, La tetrabenezina es otro fdrmaco que interrumpe el
almacenamiento de serotonina en grénulos, dejandola libre en el

citoplasma donde la MAO la metaboliza.

c.- Inductores de la llberacién.

Dentro de este grupo estan las anfetaminas (paracloroanfetamina
y fenfluramina) Yy a algunos antidepresivos triciclicos
(dorimipramina y la amitriptilina). Estos farmacos ademas de

facilitar la liberacién Inhiben la captura de la serotonina.

d.~- Inhlibidores de la recaptura.

Algunos viejos antidepresivos triciclicos en la Inhibicién de la
recaptura In vitro de la serotonina-HY» son la amltriptillna, la
imipramina y la clomopramina (Bralan, 1988). Estos farmacos
aumentan la concentracién de serotonina en el espaclio sindptico. Er
l1a tabla # 1 se muestran algunos nuevos inhibldores de la recaptura

de serotonina-H* In vitro.
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TABLA § 1
Potencla de alqunos nuevos antidepresivos inhibidores
de la recaptura in vitro de Serotonina-H? (Braian, 1968).

Antidepresivo (ICno M)
paroxetina 0.004
sertralina 0.013
citalopran 0.07
femoxetlina 0.08
fluoxetina 0.15
zimelidina 3.00

e.- Neurotoxinas que destruyen neuronas serotoninérqicas.

Estas neurotoxlinas destruyen pzeferenclalmepte las neuronas que
contlenen serotonina, por ejemplo 5,6 dihidroxitriptamina (5,6-DHT)

y 5,7 dihidroxitriptamina (5,7-DHT) (Kuhn, 1980),

f.- Agonistas y antagonistas.

Se han descrito fadrmacos que modiflcan 1a unién de los NTS con su
receptor ya sea blogqueando la unlén al receptor, sin producir
ningun efecto fisiolégico (efecto antagonista), o bien mimetizando
los efectos del NT (efecto agonlsta). En la tabla ¥ 2 se muestra
algunos de los principales agonistas y antagonistas para los
diferentes tipos de receptores de la serotonina asi como los sitios

de alta densidad y radiolligandos utilizados para determinarlos.
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TABLA § 2

Agonistas, antagonistas y llgandos utilizados para determinar a
los receptores 5-HT (Peroutka. 1988, Gdthert. y Schlicker. 1987,
Bradley, y col. 1986, Anthony. 1984).

Receptor Radloligando Agonista Antagonista Alta densidad
5-HT:a *H 8-OH-DPAT 8 -QH~DPAT Esplperona septum latexal
*H 5-MeQ-3-DPAC Ipsaplirona (-)propranolol Nicleo de Rafe
*H Ipsaplrona Geplrone (-)pindolol dorsal y medio
IH W8 4101 Busplrona penbutolol corteza frontal
H Spliroxantrina clanopindolol y amigdala
3H PAPP central
5-HTap» 3H 5-HT RU-24969 (~}=-21009 sustancia negra
1281.CYP 5-CT Globo palido
5-HT2e ?H Mesulergina 5-HT mesulergina Plexus coroldeo
mianserina
5-HTia *H 5-HT 5-HT metitepina ganglio bhasal
5-CT metisergida
5~HT2 >H Esplperona espiperona ketanserina cuarta capa de
34 Mesulergina 5-HT ritanserina la corteza
2# Ketanserina 5-CT mesulexgina cerebral y
1281-1,SD metisergida caudal.
5-HT» *H Quipasina 2-metil-5- Cocalna area postrema
34 5-HT hidroxitcip MDL 72222
tamina ICS 20%-930
5-HTa H 5-HT 5-MeOt {ics 205-930
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Vi.- EFECTO DE LA SEROTONINA SOBRE LA PRESION ARTERIAL

Bhargava y Tangri en 1959 encontraron que la serotonina regula
la presién arterial a nivel central ya que su administraciéon ICV
disminuye 1la presiéon arterial, la frecuencia cardlaca y la
respuesta a la oclusién bilateral de las arterias carétidas. Esta
amina no atraviesa la barrera hematoencefdlica, por lo tanto su
administraciéon sistémica no produce hlpotensién, aunque la
admini{stracioén endovenosa de 5~hidroxi-triptdéfano (SHTP) (precursor
de 1a serotonina), si disminuye la presién arterial en gatos
(Flérez y Armijo, 1974) y en perros (Antonaccio y Robson, 1973)
tratados previamente con un Inhibidor de la MAO, Ademds el
pretratamiento de los anlmales con el lnhIQLdor central de la
descarboxilasa, el RO4-4602, impide la hipotensién inducida por el
SHTP, pero la administraciéon previa del MK-486, un inhibidor
periférico de 1a decarboxilasa, no antagonlza el efecto hipotensor
del precursor de la serotonina (Flérez y Armijo, 1974), indicando
que el SHTP primero debe penetrar en el SNC y ser convertido ahi en

serotonina para que se lleve a cabo su efecto hipotensor.

4.~ CARACTERIZACION DEL INDORRENATO COMO ANTIHIPERTENSIVO

La bisqueda de nuevos agentes antihipertensivos que no produzcan

efectos colaterales severos o desagradables es una actividad que se
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ha realizado en muchos laboratorios de investigacioén farmacolégica,
entre los que se encuentran los lahoratorios Miles de Méxlco. En
estos laboratorios se hizo el cernimiento ciego de varios anadlogos
quimicos derivados de la serotonina, entre ellos el indorrenato
(IR) (Rac-clorhidrato de S-metoxitriptamina, beta-metil carboxilato
Yy ntémero clave TR3369, con un peso de 284,75 M), el cual se
encontré que es un agente antihipertensivo eficaz. Su accién
antihipertensiva se probé en gatos anestesiados con una dosis de |
mg/kg producliéndose una disminucién de la presidén arterial, sin que
se bloguearan las respuestas de la membrana nictitante provocadas
por eplinefrina, acetilcolina, o por estimulacién de las fibras
preganglionares simpdticas del gangllo cervical superlor. Ademds,
el IR tampoco antagqonizé las respuestas sobre la presién arterial
o la frecuencia cardlaca inducida por epinefrina, acetilcolina o
estimulacion de las fibras vagales eferentes.

En un experimento complementario, el IR se administr6 a través
de la arteria vertebral lzqulerda a gatos anestesiados en dosis de
0.01 mg/kg/min durante 5 minutos, produciendo una rapida y duradera
hipotensién de cerca de 40 mm Hg, que fue suficiente para Indicar
que el compuesto era probablemente un antihipertensivo central
(Hong, y col 1978),

El hecho de que la administracién ICV o su inyecciéon en 1la
arteria vertebral 1izqulerda del gato disminuyera 1la presidn
arterial a dosis gue no la modifican al ser administradas por via
endovenosa, constltuyen una prueba de gque su  efecto es

primordialmente central. También, el que su efecto se observara con
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una latencia minima cuando se administrd en la arteria vertebral Yy
claramente mayor después de la inyecclién ICV, sugliere que el sitio
en donde actia probablemente se encuentra en el tallo ccrebral o en
la parte alta de la medula espinal, ya que tales estructuras son
irrigadas por la arteria vertebral izquierda en el gato (Hoyer y
Zwieten, 1971).

Ademias al ser adwministrado por via oral produce un efecto
antihlpertensivo en ratas con hipertensién experimental debido a la
administraclon de desoxlcorticoesterona y cloruro de sodio en el
agua de beber o blen por ligadura en forma de ocho en un rifion,
seguida de nefrectomia contralateral 15 dias después. Este efecto
guardd relacion con la dosis administrada y tuvo una duraclén de
aproximadamente 6 horas (Hong y col, 1983).

En perros hlpertensos renales, la administraclén oral del IR
disminuye las presiones arteriales sistélicas y diastélicas de
manera proporcional a la dosls administrada y de larga duraclon
(Hong y Ridn, 1979). El tratamiento crénico (0.31 & 1.0 mg/kg/Dia),
repartiendo la dosls diaria en 2 porclones, también disminuyé la
presion arterial aln cuandeo esta fue medida aproximadamente 15
horas después de 1la ultima dosis, El efecto maximo se observd
después de 2 6 3 semanas de tratamiento (Hong, y col, 1983), Si se
adminlstra en una dosis Unica dlaria de 1.0 mg/kg se establece un
efecto gradual antihipertensivo residual (medido 24 horas después
de la ultima administracién) y alcanza su maximo despues de 3
semanas de tratamlento (Hong, 1982). La magnitud del efecto

antihipertensivo observada en este experlmento fue similar a la
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obtenida cuando se administrd a la misma dosis diaria, pero
fraccionada en 2 porclones; después de 3 semanas de tratamlento, se
obscrvé que la presidn arterlal se mantenla por debajo de los
niveles controles y gue las fluctuaciones de 13 preslién arterial
después de la administracién del IR eran minimas (llong, 1982).

El efecto hipotensor del IR no se antagoniza con la
administracién previa de yohimbina o fentolamina y sélo se previene
parclalmente por 1a administracién ICV de quipazina y se bloquea
por la tolazolina (Hong, y col 1983). Esto es similar a lo
observado con el efecto hipotenszor que sigue a la Inyeccion ICV de
serotonina (Nava-Felix, 1979), 1lo que sugliere gque las dos
sustancias probablemente actien en el mismo sitio. De acuerdo a lo
anterlor, se ha postulado que el sitio de. accién del efecto
antihipertensivo del IR probablemente corresponda a los receptores
descritos como 5S5HT. (Safdy y col, 1982) ya que éstos son los que
poseen gran afinidad por la serotonina y no por sus antagonistas
(Peroutka, y Snyder, 1979).

En apoyo a que el IR actia como un agonista de la 5HT se ha
demostrado que la administracidén de 10 mg/kg causa un incremento en
las concentraciones de serotonina y una disminucidén de su
metabolito el &clido S5-hidroxtindolacético (SHIAA) en el tallo, la
corteza cerebral, el hipotalamo y el estriado entre 1.5 y 3 horas
después de sun administracioén.

Ademds, causa una disminucioéon significativa en la concentraclon
del 4acido homovanilico (HVA) y del 3-4-dihidroxifenilacético

{DOPAC) después de 1,5 horas de una inyeccioén, recobrdndose los
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valores controles 24 horas después de la administracién.

Estos resultados Indican un efecto transltorlo pero claro de
este compuesto sobre el metabolismo dopaminérgico. Este efecto
puede dJdeberse a una acclén agonlsta del IR sobre receptores
dopaminérgicos semejante a lo que se ha descrito para otros
agonistas serotoninérgicos tales como el lesuride, el butaciamol y
la buspirona (Enna y Snyder, 1976) o a su acclén sobre los
receptores 5-HT preslinapticos gque inhiben la liberacloén de dopamina

en el estriado.
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5.~ OBJETIVO GENERAL

Las evidencias anteriores sugleren que el Iindorrenato puede
actuar a nlvel central 3sobre recepteores serotoninérgicos y que
podria modiflcar el metabolismo de dopamina por unién a los
autoreceptores dopaminérgicos en el cuerpo estriado, o blen por
unién a los receptores 5HT presinapticos. Los autoreceptores
serotoninérgicos estan acoplados a las protefnas G y su aflnidad
por los agonistas SHT se reduce en presencia de GTP. ademas, la
estimulacién de este tipo de receptores es sequlda por una
inhiblcién en la llberacién de serotonina-H® en rebanadas de
cerebro.

El objetivo general del presente trabajo fue caracterizar el
tipo de receptores a los cuales se une el indorrenato estudiando el
desplazamiento que produce este compuesto sobre la liberacloén de

serotonina en terminales nerviosas alsladas (slnaptosomas crudos).
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OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar si el indorrenato se une a los receptores D: en el

cuerpo estriado de la rata,

Estudiar el efecto en la unién de serotonina-H> del GTP sobre
el desplazamiento producido por el indorrenato a membranas de

hipocampo de la rata.
Comparar los efectos producidos por el indorrenato con los que
produce la ipsapirona y la 8-OH-DPAT que son dos agonistas

5HTa.

Estudiar el efecto del indorrenato sobre la llberacién de

serotonina en sinatosomas crudos de hipocampo de la rata,
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6.- HIPOTESIS
El presente trabajo tiene como hipétesis el que el indorrenato se

une a receptores serotoninérgicos del tipo 5HT.. en el Sistema

Nervioso Central.
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7. DISENO EXPRRIMEHWTAL

Para lograr los objetivos de esta tesis se siguio la siguiente
estrategia: 1.- se realizaron exprimentos de desplazamiento con
indorrenato sobre la unién de espiperona-H? a membranas del cuerpo
estriado. La esplperona es un ligando con alta afinidad porx
receptores a dopamina del tipo D.. Se ha descritvo que las membranas
del cuerpo estriado tlenen una gran densidad de recetores Daz. 2.-
Ademas se hizé un estudio comparativo de este desplazamiento en
corteza cerebral, hipotdlamo, hipocampo y tallo cerebral del
cerebro de la rata, estas reglones tienen poca densidad de
receptores Dz, Como control se uso el haloperidol un antagonista
selectivo de los receptores Da, 3.- Para explorar si el indorrenato
se une a los receptores 5SHT.. Se prepararon membranas de hipocampo
de la rata., Esta estructura es rica en este tipo de receptores, por
lo que se realizaron curvas de desplazamlento sohre la unlén de
5HT-H?. Para estos ensayos se uso serotonina fria como control. 4.~
Se estudio el efecto de! GTP sobre el desplazamiento causado por el
indorrenato a membranas de hipocampo, y3d que esta descrito que los
receptores 5HT.. estan acoplados a proteinas G. 5.- También se
prepararon sinaptosomas crudos de hipocampo de la rata para
determinar sl el indorrenato disminuia 1a liberaclion de serotonina
estimulada con cloruro de potasio (55 mM). 6.- Los efectos
obtenidos en los ensayos de GTP y de ljberacidn se compararon con
los de la ipsapirona y el B8-OH-DPAT dos agonistas selectivos de
receptores 5HTia.
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8.- MATERIALES Y METODOS

I.- CROMATOGRAFIAS EN PAPRL

Con el fin de conocer Yy probar la pureza de los ligandos
utilizados, se hizo una cromatografia en papel.

Para la serotonina-H? (25.2 Ci/mMol Nen-Dupont), se utllizé como
fase movil; n-butanol, 4cido acético y agua, en una proporcién
(12:3:5)., Se cortd un papel Whatman No. 1 de 20 x 20 cm, que se
dividié en tres carriles por duplicado, En dos carriles se corrié
1 ul de serotonina fria (10 {M), en otros dos carriles se corrié
1 Wl de serotonipa marcada. Para comparar la velocidad de
corrimiento de cada una de las serotoninas por separado, ademis de
dos carriles con una mezcla de serotonina marcada y serotonina
fria. El frente de corrida se verificé con una lampara de luz
ultravioleta, La cromatografia se corrié en oscuridad para evitar
la oxldacion de la serotonina.

Para la espiperona-H® (19.0 Ci/mMol Nen-Dupont), la fase mévil
fue cloroformo y metanol (9:1}), Esta se corrié sola y por
duplicado. Al finalizar la cromatografia, el papel fue cortado en
tiras de 1 cm y cada fraccién se colocéd ep un vial con 5 ml de
liquido de centelleo y se contaron por 2 minutos en un contadox

de centelleo liguido Beckman (LS 7800).
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II.- RXPERIMENTOS DE UNION Y DRSPLAZAMIENTO

DE SEROTONINA-H’ Y ESPIPERONA-H?

a.~ Preparacion de membranas.

Un grupo de 20 ratas macho de la cepa Wistar de 200 a 250 g
se sacrificé por decapitacién., Los cerebros se removieron y se
disecaron las sliguientes estructuras: tallo, corteza, hipocampo,
hipotalamo y cuerpo estriado, Cada estructura se pesé y colocéd en
una solucién amortiguadora que contenia Tris (Tris (hidroxymetil)
aminometano) 25 mM, MgClz 5 mM, y NaCl 100 mM, pH 7.4 y se
homogenelizaron con un homogeneizador de tejlidos (Tissumizer de
Tekmar) a razén de 1 g/10 ml. Los homogenados se centrifugaron a
35000 x g durante 30 minutos; el sobrenadante se descarté y el
precipitado se resuspendié en el volOmen Inicial y se centrifugé
a 35000 x g por 30 minutos de acuerdo con Leysen y col (1978).
Finalmente el precipltado se resuspendié en 2.5 ml por cada 100 mg
de tejido homogenado y se separd en alicuotas que se congelaron
a =-70° ¢ para posteriormente realizar los ensayos de
desplazamiento de la unién al receptor. De este preclipltado se
tomaron 100 Ul para determinar la concentracién de proteinas por

el método de Lowry, (1951).
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b.- Determlnaclén de la concentracién de proteina

Método de Lowry.

Se diluyd 1 mg de protelna sérica bovina (BSA) en 1 ml de aqua
deslonizada. Con esta solucién se preparé una curva estdndar con
las slquientes concentraciones: 5,10,15,20,40,60,80 y 100 ug en un
volumen final de 150 Hl. Las alicuotas de cada estructura (100 ul)
se diluyeron 1:20, y se tomaron 150 |}l para la determinacién de
proteinas por triplicado.

Realizada la curva y diluldas las muestras, se determiné 1la
concentraclén de protelnas segun la técnlca de Lowry que consiste
en agregar 50 Hl de NaOH 0.4 N y 1 ml de reactiyo alcalino de cobre
(50 ml de Na2COy al 2 % en NaOH 0,10 N, 0.5 ml de CuSO, al 1 %
y 0.5 ml de tartrato de sodio y potaslo al 2 %). Los tubos se
incubaron y agitaron durante 15 minutos a temperatura emblente.

Después se les agregd el reactivo de Folin-Clocalteus, 100 pl a
cada tubo, se agitaron e incubaron 30 minutos a temperatura
amblente, La densidad oOptica se midié a 700 nm en un
espectrofotémetro Baush & Lomb Spectronic 1001, Los valores de
las muestras fueron calculados por {Interpolacion con las

concentraciones conocldas del est&ndar de albumina bovina.
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c.~- Determinactén de la constante de dlsoclacion  para

esplperona-li*

La unién especifica de la espiperona se determind en
membranas obtenidas del cuerpo estriado de la rata incubando 0.5,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, y 3.5 nH de espliperona-#? (19 Ci/mmol},
con 400 Jug de proteina de membranas y aforados a 1 ml con uhna
solucidén amortliguadora Tris 50 mM y un pH de 7.4.

La unién inespeciflca se determind en presencia de 10 UM de
haloperldol. Las mezclas se f[ncubaron 30 minutos en un bafio de
agltacion a 37° C. La reaccidén se detuvo por filtracidén de las
membranas a traves de filtros Whatman GF/B (Brandel) y aspiraclién
en un cosechador de células (Cell Harvester M-24 R).

Los filtros se lavaron 5 veces con 3 ml de solucién
amortiguadoxa (Tris 50 mM) a 4° C y se contaron durante dos
minutos en un contador Beckman en viales con 5 ml de liquido d=
centelleo, el cual se prepardé en la slgulente proporcién 1 litro
de tolueno, 0.1 g de Popop [1,4-bls-2-(5-phenyloxazolyl})-benceno)

y 5 g de PPO (2,5-Diphenyloxazole),

d.- Determinacién de 1la constante de disoclacién para

serotonina-H>* .

La unlén especifica de la serotonina se determint en

presenctia de 0.1, 0.2, 0,3, 0.4, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 2.0,
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2.5, y 3.0 nM de serotonina-H? (25 Ci/mMol}.

La reaccién se llevé a cabo en 1 ml de Tris 50 mM, pH 7.4, que
contenia 150 Mg de proteinas de membranas de hipocampo de rata. La
unién inespecifica se determind en presenclia de 10 tM de serotonina
fria. Las mezclas se incubaron durante 30 minutos en un bafio de
agitaclidn a 37° C. La reacclién se detuvo medlante filtracién de las
membranas en flltros Whatman GF/B y aspiracién en cosechador de
células., Los filtros fueron lavados 5 veces con 3 ml de solucién
amortiquadora fria y contados en 5 ml de liquido de centelleo en un

contador de centelleo liquido Beckman.

e.- Desplazamiento de la unidén de esplperona-ii* a membranas de

hipocampo, hipotalamo, cuerpo estriado, corteza y tallo.

Las membranas previamente descongeladas (400 Jig de proteina/ml)
se incubaron con 1.2 nM de espiperona-H? (19 Ci/mMol) en Tris 50 mM
a pH de 7.4, en un volumen final de 1 ml, durante 30 minutos en un
bafio de agitacién a 37° C. La unidén Inespecifica se determinéd en
presencia de 10 #m de haloperidol. El desplazamiento de la unidn de
espiperona-H® por (indorrenato se probd en un margen de
concentraciones de 10-* M a 10°® M, La reaccloéon se detuvo por
flltracidén, los filtros se lavaron y contaron en las condiclones

mencionadas anterlormente,
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.~ Desplazamiento de la unién de serotonina-H® a membranas de

hipocampo.

Una vez descongeladas las membranas, se resuspendieron a una
concentracion de 250 jug de proteina/ml y se incubaron durante 40
minutos a 37° C con 50 mM de Tri-HCL pH 7.4, 5.7 mM de 4&cido
ascérbico, 10 uM de pargilina y 0.75 nM de SHT-H* (25 Ci/mMol)} ¥y
varias concentraciones de {ndorrenato, ipsapirona y 3-OH-DPAT e¢n
un rango de concentraciones de 10-*? a 10-%* M, La lncubaclién se
llevd a cabo en presencia y ausencia de 0.1 mM de GTP.

La unidn inespecifica fue determinada en presencia de 10 UM de
serotonina fria. Las reacciones fueron detenidas por filtracién y
aspiracién en un cosechador de células, Los filtros fueron lavados
y sumergidos en liquido de centelleo. Para ser medidos en un
contador de centelleo liguido (Beckman).

La concentracién requerida para desplazar el 50 % de SHT-H? de
unién especifica (valores de ICso) fue calculado por andlisis de

Log-Logit,

I11.- EBXPERIMENTOS DE LIBERACION

a.- Preparacién de las terminales nerviosas (sinaptosomas)

Se sacrificardén 2 ratas macho de la cepa Wistar de 200 a 250
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g, por decapitacion. El cerebro se extrajo y se disecé el hipocampo
que fue homogenado en 10 ml de sacarosa 0.32 M por gramo de tejldo,
en un homogenelzador con pestle de teflén, el cual estaba acoplado
a uh taladro (8 golpes/800 rpm), a 4° C . E1 homogenado se
centrifugd a 1000 % g durante 10 minutos y el precipitado se
descartd, E1l sobrenadante, se centrlfugd a 15000 x g durante 20
mjnutos de acuerdo con Sherman y col (1978), El preciplitado
constituye la fraccion sinaptosomal cruda conocida come Pa o
fracclon de Whittaker P> que countiene sinaptosomas y mitocondrias

(Gray y Whittaker, 1962)

b.- Sistema de perfusién

El sistema de perfusién continua consistié en cuatro camaras
colocadas en paralelo con una base multiperforada. En ella se
colocaron f£iltros (Millipore) de 0.65 um de tamafio de poro, ccn el
fin de retener a los sinaptosomas. Las cdmaras sirvieron como
reservorio para contener los diferentes medlos de perfusioén para
bafar la preparacién, En su parte {inferior se conectaron a una
tuberia de tygon, de 0.32 mm de didmetro, que pasaba a través de
los rodillus de la bomba peristdltica Bushler, que reqgulaba el
flujo del liquido a través del sistema (0.5 ml/min).

Esta tuberia salia por el extremo opuesto de cada "Cassette", y

terminaba en los recipientes colectores,
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Cc.~ Medios de perfusion.

La 1lliberacién basal, se observé empleando una soluclén
flslologica Krebs Henseleit (Drescher y Hetey, 1988) con un pH de
7.3 qaseado con una mezcla de CO02/0:2 (5 %/9%5 %) a 37° C.

Este ringer contenfa HaCl 119.0 mM, KCl 4,6 mM, CaCla 1,25 mM,
KHaPO4 0.85 mM, MgS0. 0.84 mM, NaHCOs 24.8 md, Glucosa 10.0
mM, EDTA 4cido 0.05 mM, A4cido ascérbico 0.56 mM, y Pargillna
0.02 m¥ como inhibidor de la MAO, para evitar el catabollsmo
de 1a serotonina.

A este ringer se le adiclono el indorrenato, la ipsapirona, el
8-0H-DPAT (1 um) y cloruro de potaslo 55 mM que fue el agente

estimulante para la despolarizacién de la membrana slnaptosomal.

d.~ Captacidén del transmisor marcado

Para marcar 1os sinaptosomas con el neurotransmlsor radiocactiva,
el preciplitado de la ultlma centrifugaclén se preincubd a3 37° C
durante 6 minutos con 6 mwml de ringer Krebs [Henselelt,
Posterlormente se afladié la serotonina marcada (25.2 Cl/mMol) a una
concentracidén final de 4x10-®* M de acuerdo a Drescher y Hetey
(1988). La preparacién se lncub6é durante 8 minutos a la misma
temperatura con el objeto de que lo3 sistemas de alta afinldad
dependlentes de Na* y de la ‘temperatura, captaran al

neurotransmisor.
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e.~ Liberaclén del neurotransmisor

Para determinar la liberacién, se depositaron alicuotas de 800
Mg de proteina slnaptosomal marcadas con el neurotransmisor
radioactivo sobre los flltros microporosos de 0.65 um. Para
eliminar 1la radioactlividad que no se incorpord a la preparacilén,
se hizo un lavado con solucién amortiquadora a un flujo rapido
(Iml/min) durante 14 minutos, Después, se modificd la velocidad
del flujo para obtener 500 Ul por minuto; y con esta velocidad
se procedié a colectar cada minuto el perfusado provenliente
de cada céamara, durante 4 minutos para obtener la liberaclén
basal. Al cabo de este tiempo al medio de perfusidn se le
adiciono 1 ytm de Indorrenato, lpsaplirona, ¢ 8-0H-DPAT a 2 de las
camaras; a las 2 restantes se les afadio soluclén fislologica y se
perfundieron durante 5 minutos y despues se les afladio una
solucién de 55 mM de cloruro de potasio para Inducir una
despolarizaclén durante 4 minutos. Finalmente la perfusién se
continué por 8 minputos para recuperar la liberaclén basal.
Terminada la perfusién, se procedié a medir la radioactlividad
liberada en cada una de las fracclones colectadas por minuto, asl
como la contenida en los sinaptosomas, con la adicién de 5 ml de
llquido de centellec (300 mi de triton, 700 ml de tolueno, 5.5 g
de PPO vy 0.188 g de POPOP por litro), en un contador

Beckman
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9.~ RESULTADOS

I.- Determinacién de la pureza y caracterizacidn de las constantes
de disociacién de los ligandous utilizados en los experimentos

de unién y desplazamiento.

Antes de realizar los ensayos se verificé la pureza de los
ligandos, y se determlnd su constante de afinidad. En la grafica
No. 1 se muestra la cromatografia de la esplperona-H® que mostro un
rf de 0,88 y de la serotonina-H? que mostro un rf de 0.7, Come
control se corrlé una mezcla de serotonlna marcada mas fria. Ambas
corrieron la misma distancia.

En la qrafica No, 2 se muestra la curva de saturacion de la
esplperona~-H*. Este llgando se lIncubé en un midrgen de
concentraclones de 0.5 a 3.5 nlt con membranas del cuerpo estrlado
de la rata. La saturacién de los sitios de unidn de la esplperona
en este tejido se alcanzd en la concentracléon de 3 oM, La uniédn
especifica fue de 76 % con respecto a la radloactividad total. Lus
datos se transformaron con el método de Scatchard. Este andlisis
reveld una constante de disociacién (Kd) de 1.2 nM y un numero de
sitios de unién (Bmax) de 14.7 pmol/q de proteina.

La curva de saturaclén de serctonina-H® se obtuvo incubando a la
serotonina-H? en un margen de concentraciones entre 0.1 y 2 nM con
membranas de hipocampo de la rata. El anallsis de Scatchard reveld
una constante de disoclacién 42 0.75 nM.y una capaclidad de unién de

243 pmol/q de protelna, (grafica No 3)
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Figura No. 1 La grafica muestra el frente de
corrida de la cromatografia en papel de la
Raplperona-H® y Serotonina-H®». La flecha
sefiala el sitio de wayor xadioactividad, Los
resultados son el promedio de un experimento
pox duplicado.
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Figura No. 2 cCurva de Saturaciéon de
Esplperona-H®, La unién inespeclifica se
determiné en presencia de 10 pm de
haloperidel, la unién especifica se grafico
con la transformacién de Scatchard Y
se muestra en la grafica superior. Los
resultados son la media de 3 experimentos
por duplicado.
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Figura No. 3 Transformacién de la curva de
saturacion de Serotonina-H® mediante el
método de Scatchard. Los resultados son la
media de 2 experimentos por duplicade.
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IL.~ Determinacién de la unidén de indorrenato a receptores Da.

Para determinar sl el indorrenato se une a los receptores D. se
hicieron curvas de desplazamiento de la unlén de esplperona-H? a
membranas del cuerpo estriado; Se ha descrito que esta estructura
es rica en receptores Da. Como control se utilizé el haloperldol
que se une con alta afinidad a los receptores Dz y actla como un
antagonista dopaminérgico. Ademas, se hizo un estudlo comparativo,
del desplazamlento de esplperona-H® por Indorrenato en membranas
del hipocampo, hipotdlamo, tallo cerebral y corteza cerebral.

En la gréafica No. 3 se muestra el efecto del indorrenato sobre
la unién de espiperona-H® en el tallo cerebral, hipotélamo, e
hipocampu respectlivamente. En el tallo cerebral y el hipntaiamo se
tiene un ligero desplazamiento por haloperidol mlentras que el
tndorrenato no tiene ningan efecto. Ambos compuestos no alcanzan
una ICso con las concentraclones probadas. En el hipocampo tanto el
indorrenato como el haloperidol no tienen ningun efecto.

La gr&fica No.4 muestra el efecto del indorrenato sobre la unién
de espiperona-H? a membranas de corteza cerebral y cuerpo estrlado.
En la corteza cerebral el indorrenato desplazé la unidn de
espiperona-H? entre un 10 y 20 % sln embargo no hubo una relaclén
dosis-respuesta. En camblo el haloperidol, desplaz6é la unién con
una ICeo de 1 X 10-* M, en el cuerpo estriado el Indorrenato no
desplazé este ligando en el margen de concentraciones probadas
{10-* y 10-® M), En cambié el halopezfdol desplazdé a la unio6n con

una ICwmo de 1 nM.
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FPigura No. 4 Bfecto del indorrenato sobre la
unién de Espiperona-H® en membranas de Tallo
cerebral, HipotAlamo e Hipocampo. La grafica
muestxa el desplagamiento de Rspiperona-H?
(1.2 nM) poxr diferentes concentraciones de
indorxenato (+), utilizando haloperidol como
control (*). Los resultados son la media de
3 experimentos por duplicado.
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Pigura No. 5 Efecto del Indorrenato sobre la
unién de Esplperona-H* en wmembranas de
corteza cerebral y cuerpo estriado. La
grafica muestra el desplazamiento de
Espiperona-H? (1.2 nM) por diferentes
concentraciones de indorrenato (+), usando
haloperidol como control (¢). Los resultados
son la media de 3 experimentos por dupllicado
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I1T1.- Efecto del GTP sobre el desplazamiento de la serotonina-H?

por indorrenato en membranas de hipocampo.

Como ya se mencioné, el hipocampo es una estructura rica en
terminales serotoninérgicas del tipo 5HT.a (Middlesmiss y Fozar,
1983). El indorrenato se une a receptores 5HT; y se ha descrito que
este tipo de receptores estan acoplados al sistema de la adenilato
ciclasa modulada por una proteina G. Para caracterizar el tipo de
receptores a los cuales se une el indorrenato se estudié el efecto
del GTP sobre el desplazamiento de la serotonina-H? en membranas de
hipocampo y se compard con el efecto que produce el GTP sobre el
desplazamiento por dos compuestos que se sabe se unen a receptores
5HT., el 8-OH-DPAT y la ipsapirona. En la grafica No. 6 se muestra
las curvas de desplazamiento de serotonina-H® por indorrenato,
8-0OH-DPAT e ipsapirona en presencia y en ausencia de GTP. lLa curva
de desplazamiento de serotonina-H® por indorrenato muestra una ICso
de 50 nM. En comparacién 8-OH-DPAT e ipsapirona, ambos potentes
agonistas 50T, muestran una ICso de 50 nM Yy 5 uM,
respectivamente, La capacidad del indorrenato para desplazar la
unién de serotonina-H® a memhbranas de hipocampo disminuyé en
presencia de 0,1 mM de GTP (ICso ! HM). Un efecto similar se
observsd sobre la capacidad de desplazamiento de la serotonina-H?
por 8-OH-DPAT e ipsapirona en presencia de GTP fuerén de 50 UM vy
10 MM respectivamente. El clen por ciento de unién fue de 250

fentomolas/mg de protelna.
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Figura No. 6 [Efecto de GYP snobre el
denplazamliento de Serotonina-H? por
indorrenato. La unién especlilca de
Serotonina-H> fué medida en presencia de
fndorrenato, 8-OH-DPAT o lpsaplrona con (¢}
y sin GTP (a). Los resultados son la medla
de 3 experimentos por duplicado.
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IV.- Efecto del Indorrenato sobre la liberacion de serotonina-H? en

menbranas de hipocampo.

Se ha descrito que la ipsapirona (Domper y col 1985) y el
8-0H-DPAT (Middlemiss y Fozar, 198)) se unen a los receptores 5HTia
e inhiben la liberacioétn de sercotonina. Como evidencia adicional
para apoyar ¢l que el indorrenato era capaz de inhibir la
liberacion de serotonina en sinaptosomas del hipocampo de la rata
se compard con los efectos producldos por la ipsaplirona y el
68-0H-DPAT.

Con concentraclones altas de cloruro de potaslio (55 mM) se
produce un marcado incremento en la liberaci6on de serotonina-H?
dependiente de calclio, en una fraccién sinaptosomal cruda (fraccién
Pa) proveniente de hipocampo de rata (Grdfica No, 7).

El indorrenato afiadido 4 minutos después de haber iniclado la
perfusion, no cambia la 1liberacién basal. Sin embargo este
compuesto con una concentracién de 1 UM fue capaz de reducir la
liberaci6n de serotonina-H?* estimulada con concentraciones altas de
potasio en un 15 ¢ 2.4 %, De manera semejante 1 UM de ipsapirona y
8~0OH-DPAT inhiblerén la liberacién de serotonina-H® estimulada con
concentraciones altas de potasio en un 32 % 3.4 y 18.5 ¢ 2 %

respectivamente sin afectar la liberacién basal.
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Figura No. 7 Rfecto del indorrenato sobre
la liberacion de Serotonina-H* evocada con
cloruro de potasio 55 mM, En una fraccién
sinaptosomal cruda de membranas de
hipocampo que fuerén perfundidas con (x) vy
sin (¢) indorrenato, 8-OH-DPAY o ipsapirona
(L tm}. La £lecha indlica el momento de la
despolarizacién. Los resultados son la
media de 3 experimentos por duplicado.
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10. DIBCUSION Y CONCLUSIONES

Los estudios In vitro han sugerido que el indorrenato se une a
los receptores 5HT.a Ya que es capaz de desplazar la unién de
serotonina-H? y de ipsapirona-H® en membranas de hipocampo. En este
trabajo encontramos que el indorrenato es capaz de desplazar la
union de serotonina-H? en membranas de hipocampo y de corteza, que
s5e ha descrito son ricas en terminales serotoninérgicas. Estos
resultados apoyan el planteamiento de que el indorrenato es capaz
de unirse a los receptores de serotonina.

En estudios acerca de la unién ligando-receptor, la ipsaplrona
ha mostrado tener una alta afinidad y selectividad por los sitios
de unién de serotonina marcada en membranas de hipocampo (Glaser y
Traber, 1985) donde la mayor proporcidn de receptores de serotonina
son del tipo 5HTia. (Schnellman y col, 1984). Estos resultados
fueron corroborados por estudios autoradioqraficos (Glaser y col,
1987) donde el desplazamiento de serotonina marcada se obtiene
preferentemente en reqiones ricas en receptores SHT.. (hipocampo,
septum etc), pero no en reglones ricas en receptores 5SHTiw
(Subuculum dorsal, sustancia negra, globu palido, etc).

Hoyer y col (1985) y Domper y col (1985) encontraron diferenclas
en la afinidad al receptor 5HT.a. por parte del indorrenato y la
ipsapirona. Mostrando este Gltimo compuesto una mayor afinidad por

los receptores dopaminérgicos que el indorrenato. En este trabajo

61



se encontro que el indorrenato tienme una alta afinidad por 1lus
receptores de serotonina ya que fue capar de desplazar a la
serotonina fria en el rango nanomolar con una potencia semejante a
la de la ipsapirona y de el 8-0OH~DPAT. La curva de desplazamiento
de serotonina-H?® por indorrenato mostré una ICse de 50 nM en
comparacidn 8-0H-DPAT e ipsaplirona, ambos potentes agonistas SHT,
muestran una ICso de 50 nM y 5 nM, respectivamente.

Ademas, se encontro en este estudio gue el desplazamiento pox
indorrenato de 5HT-H? unida a membranas de hipocampo fue sensible
a GCTP, lo cull apoya la hipdtesis de que este compuesto se une a
los receptores serotoninérgicos, ya que se ha demostrado que los
autoreceptores 5HT, estan acoplados a una proteina G (Jacobs y col
1961). La sensibilidad en el desplazamiento por GTP obtenlda para
indorrenato fue semejante a la obtenida por el B8-OH-DPAT y la
ipsapirona. La capacidad del indorrenato para desplazar la unién de
serotonina-H? a membranas de hipocampo disminuyd en presencla de
0.1 mM de GTP obteniendose una ICeso de 1 uM. Un efecto similar se
observé en la capacldad de desplazamiento de la serotonina-H? por
8-OH-DPAT e ipsaplrona en presencia de GTP. Los valores de ICso
para B-OH-DPAT e Ipsaplrona en presencia de GIP fuerdn de 50 UM y
10 uM respectivamente.

Los autoreceptores de serotonina somatodendriticos se han
identificado como del tipo 5HT. y su estimulacidn es sequida de una
inhibicién en la llberacién de serotonina en rebanadas de corteza
cerebral. En este trabajo se encontrd que el indorrenato es capaz

de inhibir la liberacién de la serotonina en una preparaclién de
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slnaptosomas de hipocampo de rata.

En concentraciones altas de cloruro de potasio (55 mM) se
produce un marcado incremento en la iiberacién de serotonina-H?
dependiente de calclio, en una fracclén sinaptosomal cruda (fraccién
Pa) provenlente de hipocampo de la rata. El indorrenato con una
concentracion de 1 HM fue capaz de reducir la liberacién de
scrotonina-H? estimulada con concentraciones altas de potaslio en un
15 4 2.4 %. De manera semejante i UM de ipsapirona y 8-OH-DPAT
inhibierén la liberacidén de serotonina-H? estimulada con
concentraciones altas de potasio en un 32 t 3.4 % y 18 + 2 %
respectivamente sin afectar la liberacién basal.

La inhibicién de la liberaclién de serotonina en sinaptoscmas
crudos de hipocampo se obtuvo con concentraclones semejantes a las
concentraciones a las cuales la ipsapirona y el 8-OH-DPAT inhiben
la liberacidn de la serotonina.

Estos resultados apoyan que el indorrenato se une a los
receptores de serotonina en el Sistema Nervioso Central y sugleren
que posiblemente sean del tipo 5MUT..

Se ha sugerido que el indorrenato ademis de modificar el
metabolismo serotoninérgico, tamblén modifica el metabollsmo
dopaminérgico, {Benitez-King y col 1991). Una posible explicacién
para este efecto podria ser que el indorrenato se une a los
receptores dopaminérgicos, o bién que a través de 1a unién a
receptores serotouninérgicos se modifica el metabolismo de 1la
dopamina, Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el

indorrenato nc se une a los receptores Dz ya que en el cuerpo

63



estriado que es una de las estructuras en las cuales existe gran
cantidad de receptores Da (Creese, 1982) el indorrenato no desplazé
la unién de espiperona marcada. Ademas, en membranas del tallo
cerebral, hipot&lamo e hlipocampo que son estructuras con pocos
receptores dopaminérgicos el indorrenato tampoco desplazé a la
espiperona-H?,

La corteza cerebral se ha descrito que tiene receptores a
dopamina, el indorrento desplaz6 la unidn de espiperona-H? entre un
10 % y 20 % sin que existiera una relacion dosis respuesta, en
cambié el haloperidol que es un ligando que tiene aita afinidad por
los receptores Da (Aghajanlan, y Vandermaclen. 1986) fue capaz de
desplazar la unién de la espiperona marcada a membranas del cuerpo
estriado con una ICso de 1 X 10°° M.

Estos resultados sugleren que las modificaclones observadas en
el metabolismo de dopamina después de su adiministracién podrian ser
debidas a su acclén sobre receptores a SHT que inhiben la
liberacién de dopamina en el cuerpo estriade como se ha reportado
para otros agentes serotoninérgicos.

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir
que el indorrenato que es un f&rmaco usado en el control de 1la
hipertensidén arterial se une a los receptores a serotonina del tipo
ST, a nivel central y que actia como un agonista serotoninérgico
con una potencia semejante a la de el 8-OH-DPAT.

Nuestros resultados también sugieren que el efecto agonista del
indorrenato posiblemente se ejerza a nivel de los receptores SHT.a,

los cuales pueden estar involucrados en el efecto antihipertensivo
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producido por este compuesto.

Finalmente se sugiere continuar con los estudios que permitan
caracterlzar farmacologlcamente mejor a los f4rmacos para disminuir
los efectos colaterales que se presentan., Una forma es mediante el
estudio de los efectos sobre los sistemas de neurotransmisién como
el serotoninérgico, esto ayudaria a conocer y evitar los efectos

nosivos para los pacientes,
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