[12%]

UNIVERSIDAD 7=
NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE FISIOLOGIA CELULAR

EXPRESION Y PAPEL FUNCIONAL DE LOS
RECEPTORES DOPAMINERGICOS
DE LA FAMILIA D2 EN CORAZON

TESIS
PARA LA OBTENCION DEL GRADO DE DOCTORA EN:

CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTADO POR:
Ma. de Jes&s?Go’mez Villalobos

TUTOR: DR. P. JORGE SUAREZ MUNGUIA

COTUTORES: DRA. VICTORIA CHAGOYA DE SANCHEZ
DR. ROBERTO CORIA ORTEGA

Meéxico. D. F. AGOSTO 2002

TESIS CON |
FALLA DE ORIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Mi agradecimiento al Instituto de Fisiologia Celular

por haberme brindado 1a oportunidad de realizar mis

Estudios de Doctorado.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Con profunda gratitud y aprecio

Al Dr. Jorge Pablo Suarez Murguia, por su apoyo para contribuir a mi formacién académica.

Con mi mayor reconocimiento

A la Dra. Victoria Chagoya y al Dr. Roberto Coria por sus comentarios, consejos y criticas.

Con profundo agradecimiento

AlDr. Reginald Nadeau sin el apoyo del cual no se hubiera terminado este trabajo
- Al Dr. Guy Rousseau por su valiosa colaboracién

A la Sra. Ruth Giles por su apoyo constante

Con _respeto y admiracion , '

.- Al Dr. Edmundo Chavez Cosio
Al Dr. Pedro Reyes

Ala Dré.‘MarthavFranco

Al Dr Carlos ;Ca‘sitvi‘llvc:j'l Henckel
e s TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




A mi Familia

Mis padres, hermanas y hermano

A mis hijos
Alejandra y Daniel que son el motor de mi vida
A mi Esposo

Gonzalo por su comprensién, apoyo, cariiio y consejos.

TESIS CON
FALLA Di ORIGEN




CONTENIDO

1-

Clasificacion “de los receptores dopaminérgicos...

el receptor dopaminérgico...

eptor. dopaminérgico....

TESIS GON
FALLA DE ORIGEN




12- HIPOIESIS...cvnitvriniaisrinieiaeninnstensiiniesstensnsirsrnestsrsns s sssnsse sesisesabosens sesnedsisasabsosaasesssnes 32

13- Objetives :....i-.

161 Estudios de Autbrradiograﬁ'a.....'......k.'_...
162 E.stlidios de Western Blot........oco.ccoveeemsivine
.16.3 Estudios Electrofisiolégicos..........

16.4 Estudios Bioquimicos.................,....;.'..‘.. B

15- Resultados
17.1 Estudios de Autonadiogfafia .
17.2 Estudios de Wésteni:fﬁ
17.3 Estudlos Electrofisiol6gicos

17.4 Bstudios Bi
18- Discﬁsiéﬁ _

'19—Implicaci6>h:es_vﬁx ras'de

83

RO

32



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS ' pagina
Figura 1. Sintesis de Catecolaminas........ovveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaioninensiinsieeeeecennee 10
Figura 2. Estructura del receptor dopaminérgico........ciovviiiirieireeiniiiveiinieeeinesecenen 17

Figura 3. Diagrama experimental de los estudios de Autoradiografia..........................35

Figura 4. Diagrama experimental de los estudios de Western Blot38 .

esultados de utoi‘adiograﬁa para lps,reCcptqlres'Dz‘-ini'r‘xil‘iﬁ'

grafia para los receptores Dy..

Figura 17. Grafica,Efectos de agonistas dopaminérgicos sobre la dP/dt max en el corazén
A€ COBAYO. +.. v eeeeeeereee e e eereseeeeseeseeeneeeeseeneeesaeeeseesesreeeeeenener G

Figura 18. Grafica. Efectos de agonistas dopaminérgicos sobre la frecuencia cardiaca en




Flgura AA20 ‘Gréﬁca ‘Efectos de agonistas dopanunérgiééé sobr

| ‘ de cobayo en presencia de raclopride... ‘

Flgura 21 Graﬁca Efectos de agonistas doparmnér
"Electrocardiograma. ................. o

- Figura 22, Grifica. Efectos de agonistas ,dqu}x_m‘pérgvlc ssopp la-ac

Ciclasa ‘ |

‘TABLAS



Resumen

Los receptores dopaminérgicos incluyen las familias D, (subtipos D y Ds) y D; (subtipos Dy, D3, y
Dy). Los receptores de la familia D, estan acoplados positivamente y 105 recébtores de la familia D,
negativamente a la adenilato ciclasa. Los receptores de la familia D, (subtipo D4) han sido
iden;iﬁéédbs‘ en tejidos cardiacos de rata y de humano. Sin embargo la preséncia de los subtipos de

'z"andb D3 no ha sido determinada. La probable participacidén de estos receptores en las

1 ra:z'én se desconoce. A través de estudios de autoradiografia usando radioligandos
: “;s,‘ici:léctxyos para‘el rece'bt’orVdopianﬁ'n’ér'g'ico DQ‘V ([’H]-7-OH-DPAT) y para el receptor dopaminérgico

4s raclopride) i dentificamos la presencia de estos receptores

'sugieren’que_estos. receptores ‘son funcionalmente activos en el corazén se requiere informacién
adicional con el uso de agonistas y antagonistas de mayor selectividad y potencia en orden de

enie'nder el papel funcional de los receptores D3 y Da en las funciones del corazén.



Introduccién

La dopamina es una sustancia vasoactiva que desde principios del siglo pasado ha sid‘o
estudiada por sus efectos similares a los de noradrenalina y epinefrina, asi como por los diversos
efectos fisiologicos que produce en el organismo humano. Actualmente es considerado que las
diversas acciones de la dopamina son efectuadas a través de cuando menos 5 subtipos de receptores
dopaminérgicos acoplados al sistema de proteinas G membranal (Jackson y Westlind-Danielsson
1994, Missale y Cols., 1998). La expresiéon de los receptores dopaminérgicos varia en los tejidos y
en las diferentes especies. En el sistema nervioso central los receptores dopaminérgicos estin
ampliamente expresados y estin involucrados en varias funciones, como el control de 1a locomocidn,
funciones cognoscitivas, en las emociones y afecto asi como en la secrecién neuroendocrina. En los

tejidos p eriféricos los receptores dopaminérgicos e stan presentes en forma mads i mportante en los

ecrecion de‘hormonas (Camsonne 1987, Goldberg y Cols 1978 1985,

. dopammerglco ha hecho dlf'Cll el estudiar la distribucién y la funcién en la que estin participando

estos receptores, especxalmente para los subtipos D3, D4 y Ds. El advenimiento de las técnicas de
blologia molecular, ha dado nuevas herramientas para su estudio. La aplicacién de técnicas como

hibridacidn in sitie, la reaccién en cadena por polimerasas (PCR) y la clonacién de genes han
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permmdo locahzar receptores dopaminérgicos en donde se desconocna su; exxstenc:a. Sin embargo la

-func1on de muchos de estos receptores es desconocnda ‘En’ los ultlmos afios, el desarrollado de

tas y antagonistas, cada vez con'mayor ’selectividad para cada uno de los subtipos de

. receptores opammérgicos, ha hecho posible 1a manipulacién farmacoldgica de estos receptores y de

: hecho ha;c]arlf cado parcmlmente la funcién de 1 os receptores de las familias D, y D, en varias

"funclones del sistema nervioso central, asi como la interaccion de la dopamina con otros
neixrbtransmisores.

La dopamina g‘s\u_na droga ampliamente usada en el manejo de pacientes en estado critico,
como insuﬁcienczil'zi"c'_‘e;fc'h"i;c;a‘ (Saito y Cbls,, 1991) y choque cardiogénico (Holzer y Cols., 1973) entre

otras. Aunque su' 50:Mas frecuente es por su efecto vasoconstrictor e inotrdpico positivo obtenido

expresados en los te_]‘id ‘ nbc"e‘sh localizacién exacta (terminales nerviosas y/o

miocitos), dlstrlbumon, mecamsmos ‘de accion y efectos fisiologicos, por lo que es necesario realizar
estudios encaminados a obtener esta mformacwn que nos permitira entender la participacién de los
subtipos de receptores dopaminérgicos en los procesos fisioldgicos y fisiopatolégicos

cardiovasculares.



La dopamina como ncurotransmisor central y periférico

La dopamina e s un intermediario en la biosintesis de la noradrenalina (NA) 'y

adrenalina, asi como un importante neurotransmisor en el sistema nervioso central y periféric

tlas enznmas MAO y catecol-ometiltransferas COMT en el espacio sindptico y tercero puede
7ser recatpurada en la terminal nerviosaa través de los sistemas trasnportadores de dopamina.

(Fillenz 1990, pég 1-45).
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Figura 1. Via de la sintésis de la noradrenalina a partir de tirosina, asi
como las enzimas que catalizan las varias etapas en la cadena de las
reacciones.

En el SNC la dopamina esta involucrada en la regulacién del movimiento. La activacion de la
via nigroestrial y consecuentemente de receptores dopaminérgicos  produce movimientos
estereotipados. Un lesion en la via nigroestrial produce la Enfermedad de Parkinson, un transtorno
caracterizado por rigidez, tremor, e hipocinesia, mientras que la enfermedad de Huntington es un
sindrome asociado con severos movimientos voluntarios y también se considera que es por una
degeneracién de la via estriatonigral, asociada a un exceso en la transmision dopaminérgica. La

dopamina también es un neurotransmisor en el sistema mesolimbico en donde esta involucrado en
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las respuestas cmocnonales y cognocmvas La dopamlna también parece tener un papel I'sxologlco en

Inhlbll'~ Iz;' sqcrc
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Clasificacién- de los receptores dopaminérgicos -~

La primera evidencia para: la:existencia: de los receptores dopaminérgicos .en el sistema.

su:distribucién,

han ‘sido clasificados dentro de la
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Los receptores-Dy-y Ds (famila“Dy) ‘estan’ constituidos ‘por siete 'dominviq's, tfanSliien1bfah'ales

con una secuencia de amil {os muy parecida’'y un p acolégico similar. Mientras que.los

rientras que dos

nal,.se piensa que forman -

u_n’iohjcsr dc.]udrogcno con_grupos hidroxilo'y.catecol.
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TABLA 1. RECEPTORES DOPAMINERGICOS. CLASIFICACION

Nombre Aceptado D,

Otros Nombres Djs, Dag,
Dy 02‘(444)
] Ds1sy
Amino acidos . Corto:414 aa* ’ 386 — 515 aa*
Largo:443 aa™’ )
Amino ' acidos en a 5 ] .- Corto: 134 * ‘ 101 —261+
tercera asa cilvo‘plﬁsmic.a . Lnfgo; 443 ¢ -

Amino acidos en la 113 % . 16* - 16 *

0 6 s 3 0

5q35.1 1192223 ' 3q133 ip1ss 4p 15.1-16.1

cromosémica
Agonistas Selcctivos R(+)-SKF-3839  U-91,356A Pd 128,907 PD 168,077 R(+)-SKF-3839
A-68930 R(+)-7-OH-DPAT A-68930

Antagonistas Selectivos SCH-23390 - .L-741,626 ' S(-) Nafadotride 'L-745,870. L-750,667  SCH-23390

' SCH-39166 _ o ;va-257'.‘l'Jy-101.387_ SCH-39166
Scpundos Mensajeros:. - Gs(? AMPE) .G (modula AMPe) - Gil(modula AMPS) 4;3;;5;:)'{.,05(1 AMPC)

Gq/11(T IPy/DAG) T‘dcido‘nmquidénico

Radioligando © [H}-SCH-23390 [’H]-Nemonapride [’l~l]-7-Qu-DpAT (’g{]_-Ncména_pridc PH]-SCH-23390

['*1)-SCH23982 [*H]-Spipirone ['*1}-7-OH-PIPAT ‘_'[’,H]-Spi'i 'neA ['*1)-SCH23982

* En humano. ** En rata. aa = aminoacidos. AMPc= Adenin monofosfato ciclico. PI3= Fosfatidil Inositol. DAG= Diacilglicerol. Gs=Sistema de
proteinas G membranales estimulatorios. Gi= Sistema de proteinas G inhibitorias.

Modificada de The Sigma-RBI Handbook of Receptor Classification and signal Transduction. 4th. Edition. 2001 y Missale

y Cols., 1998.
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Estructula genctlca del rcccptor dopaminérgico

Gingrichy Caron 1993).

Estructura decl receptor dopaminérgico

Todos los subtipos de receptores dopaminérgicos’ tienen: un

structura’ similar. con  siete -
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i El‘ex_treﬁj,o'c’arbb’xilo'(COOH)'-lenﬁinélf:pfdt:uye'.al'ig_ual qdp‘lasi'a'sés"biloplésmi(iéé dentro "

del citoplasina, y es 7 v is larga para la familia de los receptores D) qi

.D,. Esta’porcién’es:irica’en residuos’ de serina

n'sus'dominios transmembranale

nsmembranales, mientras. que

disulfuro paraestabxhzar la esttjuycura‘;d‘e’l fecept‘or (Dohiman y Cb‘f‘s;;t'199‘0); Un residuo

aspartato_en la 'Vtﬁerc_er‘a\ ‘regiéﬁ transmembranal (TM3) es considerado el sitio de unién para el grupo

: a:nii:xiq de‘lafcédehé‘ lateral ‘de:las catecolaminas (Strader et al 1988). Dos residuos de serina en la

“quinta regién transme S)-par C s de hidrégeno para la unién con los

) ; 'grup’bs ‘hidroxilos:'d
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D2 dopaminérgicbs (Strm/er y Cols., lk988, Wahg y Cols.; 1991, Chung y Cols., 1988, Tomic y Co[s.;

1993).

Espaclo
Extracelular

Cltoplasma

COOH

Figura 2. Estructura del receptor dopaminérgico. Se presentan las caracterisiticas estructurales de los receptores
dopaminérgicos de la familia D,. Los receptores dopaminérgicos dc la familia D, se caracterizan por tener una cadena
terminal COOH corta con una larga asa intracitoplasmica (CPL3). Los residuos que estan involucrados en los sitios de
unién a dopamina se encuentran _en los dominios transmembranales. Los sitios potenciales de fosforilacién estan

‘representados en'la tercer asa intracelular y en {a cadena COOH terminal. Los sitios de glicosilacion se representan en la

cadena NH; téimi 12

,BI;EJ‘A/s»as Extracelulares. 1-7 Dominios Transmembranales. 12-13 Asas Intracelulares. Tomada de
“Missale ef Zzl,;ly 998 ' '
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Sistemas de Segundos Mensajeros

La activacion de los. receptores *ddpan)ing':rgicvos[Dl~'y Ds n'd'uciénuna estimulacion’ de-la

_ylncremento-del 15 % en la generacxon del AMPc, efecto que fue bloqueado en presencia del

antagomsta selectwo para Dy, el SCH 23390 mlentras que la forskolina a dosis de 1 uM,

incrementd en 128.4 % la produccxon de AMPc
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Farmacologia y Distribucién de los receptores dopaminérgicos periféricos”:

Los receptores dopaminérgicos . en ‘el sistema cardiovascular -»‘drigindlmen_{c'

-'cl"SNC'(Wétson‘ Arkinstall:1994)/ Sin embargoexist

“molecular

funcién de los receptores dopaminérgicos periféricos se resumen en la TABLA 2: -
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TABLA 2, RECEPTORES DOPAMINERGICOS PERIFERICOS: FUNCION Y

TEJIDO
Vasos Sanguincos

Adventicia

Media
lntima
Glandula Adrenal

Glomerulosa

Medula

Riifién
Glomérulo
Aparato Yuxtaglomerular

Tabulo Proximal

Asa Ascendente de Henle

Tibulo Colector Cortical
Ganglios Simpiticos

Corazén

DISTRIBUCION

" TIPO DE RECEPTOR
Familia D,

Familia D,

Familia D,

Familia D,

Familia D,

" FamiliaD, . .

.Familia D,
Familia D,

Familia D,

FamiliaD, -
Familia D;_

- Faniilia D; -

Di.

NA: Noradrenitlina; A:Adrenalina. Tomada de Missale et al 1998.

FUNCION

Inhibicién de la
liberacién de NA
Vasodilatacion

Desconocido

Inhibicién de Ia scerecion

de Aldosterona

: Est_imulacién e Inhibicion
" de la liberacién de A y
WNA

-1 Velocidad de Filtracién

1 Secrecion de Renina

Inhibigién'de reabsorcion

. de Na+,'~

. Inhi‘bicién-dc_,rcabsorcién

Nt

Inhnblcnén de reabsorcién

de Na+

. ) ihhivbkiéi_én de liberacion
‘o deNAl’ )

‘Desconocido
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Receptor D;. Tienc gran-homologia con el receptor Ds. También'se le conoce como Dja. En

‘para_cl ‘receptor: Dj, es.concordante con: los’sitios de unién del

’cquaji“z'én y vasos sangl us‘ag T 1@'na,(N{O437) y bromocriptina que tienen

una Sélé‘gtlvnda’d de:10a'100 veces mayor por. os,-receptqrés dvé la familia D; que por los de la familia

ljl.'
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Receptor Dj. Tiene una farmacologia similar al-receptor D;, s€ I¢ conoce también como Dy

ligandos selectivos paréi e

RNAm para Ds se_ ha encontrado’en muy. bajo_mvel en ganglios basales en ‘corteza frontal

hlpocampo e hxpo' limo -y.no:par expresado en tejidos periféricos. En c'erebro parace que

esta part|c1pando en funcnones,de conducta y en’ [a percepcton del dolor. Dentro de los agonistas la
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- dopamma es 10 veces mas selecuvo para Ds que para Dl Dentro de los antagomstas practlcamente

existe la mxsma aﬁmdad pox Dl que p T D5, excepto con (+) bmaclamol .quetienc na'faﬁmdad‘”lio,v

veces menor po Ds que pox D

En :

sc - muestran - diferentes agonistas -y *antagonista

dopaminérgicos.’
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TABILA 3. Perfil Farmacolégico de los receptores dopaminérgicos

ANTAGONISTAS ),

(4): Butnolamol - 4

Cloropromazina 4

Nemonapride
Raclopride

SCH-23390 .

++++ Constante de Inhibicién (Ki) < 0.5 nM; +++ 0.5 nM < Ki < 5 nM; ++ 5 nM < Ki < 50 nM; + 50 nM < Ki < 500
nM; +-, 500 nM < Ki < 5 uM; -, Ki > 5 uM; ND, no deteminado; 7-OH-DPAT, 7- hydroxi-dipropilaminotetralin.
Modificada de Missale y cols., 1998.
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Receptores dopaminérgicos en corazén de mamifero-

Estudios Electrofisiologicos

La d opamina ha sido estudiada ampliamente en d iversas e species e n animales i ntegros (in

aislado (xnochO‘aé Langendorff), asi:c

especies animales; se |

nergiéoé. (Mc Dérid}d y Goldberg 1963,

estudios realizados en conejo, s
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Estudios mas i‘g:éiehtcs.eh elel ’éqrazén de cobayo enel préparado de Langendorfl f,f'apoyfanv el

hecho de que el ' ¢ la ‘dopamin “predominantemente un mecanismo -

“HPLC. (High' Perfort

-administracién previade

vapli»c‘ackiénl “de bloqueadores’ beta” adrenérgic

‘completamente los efectos provocad

también se encontro que dosis

corrientes de Ca, dependientes.de canales tip
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corazon alslado sea cuando menos med1ado parcxalmente a traves de receptores dopammerglcos no

ha sndo cxclulda o neg a

,8‘9,"‘Fral1cis, 1995).
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Estudlos dc Autor’ldlogr'lf'a -

El corazon es un organo quc cq)resa una gran varledad de receptores. A-través de dlversos

procedmnentos expenmenlales se .conoce que’ los receplores adrenerglcos se cxpresan en mayor

y de las condlmones expcrlmentales dentro de las cuales, I:animal’ de experimentacién usado

parece ser muy lmportante. ;
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Otros estudios con?aUloradiégfaﬁéfy‘li'gan'do'si:ra'di_o'a‘c‘livos “para’los receptores de la familia D =

en corazones de humanc oraron la presencia ¢ 0§ receptores el 0

‘tercer dominio extracelul conservada en humanos y en la rata, con excepcion de solo un amino

,écidd.J‘L%o estudios de Western blot mostraron un banda de 55- Kd en todos los tejidos estudiados,
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concordante-con-.el - peso~molecular-calculado’ para- el receptor: Di. Simultaneamente realizaron.

medicién de AMPe
}F)ara:,c"a_l: teceptor D
han fallado.para evidenciar la-prosencia del receptor D; en los tejidos cardiacos (Amenta ' Cols.,
1997, Ma;?i}’)reé MuyCols 1?5‘73,>’és'tﬁdi"os en los qrue hay que coﬁsiderar rla e‘spvc‘;cie‘en’la qug:fUéron

estudiados los receptores dopaminérgicos.

Participacion de Dopamina y receptores dopaminérgicos en patologias cardiovasculares
Existe evidencia experimental de que la dopamina y/o los receptores dopaminérgicos pueden

estar participando en diversas patologias cardiovasculares. Los estudios de I-Iabu’,c“hi‘y Co]s.. en

1995, l’?,Ostfardn ue la concentracion - de '.dbp.anhina tisular, medida por-[Hf?LC- e

e%benmentamon SCH 23390

tores Dy en el desarrollo de la hipertrofia

 participacion d
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repoﬂo que la supresxon genetlca del leceptor'D3 dopammerglco en 1atones, incrementa la

anc;{iél (Sen}érﬁro yCols, 1997 "Dunker.y Cols ! 997).

JUSTIFICACION

La dopamma cs una dr.ga at plmm nte usada en el maneJo de pa<:1 ntes cn estado crmco

como insuficiencia qardnaca’ (Sazta . Cols., 1991 )‘ y choque cardxogemco (Holzer Cols., 1 973) entre

otras. Aunque su.uso su'efecto vasoconstrictor € ino

‘férmaco’el ‘mecanismo de accion por.el cual produce estos efectos, aun es controversial.

El conocnmlento de la exnstencla de diversos subtipos de receptores dopaminérgicos Dy, D3,

D3, D4,, ha permmdo expllcar las accmnes de la dopamina en el SNC. Los recientes hallazgos de

. e‘st’os‘ rcccptgres en~tejido cardiaco‘, sugiéren que'.la dopamina puede estar actuando a través de la

actwacnon de estos receptores en corazon en forma smnlar que en el SNC.

Es ev1denle quela dopamma 'y/o receptores dopammerglcos estan presentes en l os tejidos

penfencos en donde parecen estar pammpando en lmportantes funciones fisioldgicas. A pesar de Ia
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amplia evidencia clinicay experimental de los efectos de la'dopamina en el corazén, poco se conoce .-

acerca de la presencia de

‘existencia de

tar ‘asociada a
un papel funcmnal que de acuerdo a'los 'efectos de estos receptores en el SNC; enel corazén deben

tener un efecto depresor sobre'aUtomaticidad, excitabilidad, contraccic’m y conduccién. -

OBJETIVOS

l.- El propdsito de este” proyecto es en primérg_lugéi idéh_\tiiﬁc’ar:,.l,a ‘través de técnicas de

autorradiografia y de western blot»la;’féxprésnon‘ “distribucion:

de los subtipos de receptores

_angerdorff y a través de estudios

electrofisiolégicos en la actividad espontanea“de a auricula derecha y en miisculo papilar de corazén

de cobayo con registro del pot;ﬁt:i
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3.- Fma]mentc se realxzara Ia medlcnon de adenosm monofosf‘alo cncllco (cAMP) ‘a uaves de

cxomatograf”a secuencxal en auncula derecha y- vemncu]o 1zqu1erdo del corazonide cobayo en

prcsencna dc los agomslas selectivos para los subtxpos de receptores D3 y D4

MATERIALES Y METODOS

1 Expresion de los receptores dopaminérgicos de la familia D, en corazén de cobayo.
1.1 Autorradiografia de receptores dopaminérgicos de la familia D; en corazon de cobayo.

Se usaron 6 cobayo adultos machos (peso promedio 300 g) a los: cuales previa dislocacion

cervical, se les practicd toracotomia para exponer al corazén,~ el cual se exlrajo rapidamente. Una

vez removido el corazén de los ammales seleccxonados 'se congelaron.en una mezcla de 2-methyl-

butane/hielo se00‘(-40°C “yj se. almaccnaron a '80°C hasta u.uso corazones almacenados de

n crxostato Leltz Los
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terminadas lavando las muestras con buff‘er I‘no (40 C) seguldos de’dos lavados’ consecutlvos en'el

mlsmo buffer I on ag,uda desulada fria, secadas por aire frio

.(secadora :de:cabello):

montadas_en un c asset ‘para a thofadiograﬁa conelfilm [ "H]-Hyperﬁlm

. 'du‘réhié

La:autoradiografia-del receptor:Dj se’ rea]mo con. [ H] 7 OH DPAT las seccxones dc qudo

Canada.
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Figura 3. Diagrama de trabajo de los estudios de autorradiografia
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1.2 Estmlms' de Wcstern blot de Receptores Dopaminérgicos DZ-Ilke en cm azoh de cobavo.

Pr epal acton'(la Membr(ums

realizaron tres |avados d e 1 0 minutos cada uno con TBST, las membranas fueron incubadas con



40"

anucuerpos secundarlos conjugados con perox1dasa (anu-goat Iz,G y anti- rabbxt [f,G dllundos ar -

l: 2500 Santa Cruz Blotechnolo o
TBST La detccmon dc antl’
(Renalssance reagcnl Mandel

poslerlormenlc.
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Figura 4 - Diagrama de trabajo de los estudios de Western Blot.

2- Papel funcional de los receptores de la familia D, en el corazén de cobayo
A).- Estudios fisiologicos en corazon aislado. Modelo de Langerdorff.

Se utilizaron cobayos machos de 300-350g. Los cobayos fueron sacrificados por dislocacion
cervical, rdpidamente se les practicd una toracotomia anterior para poner al descubierto el corazoén.
Se retird el pericardio dgja{n’d’o ‘vi"sib’lg !q'naqrta ascc‘:nd-ente'. Se puso uﬁ h’iylo, de seda alrededor de la

aorta. Inmediatamente. se  extrajo. el corazén; y ‘se-canilé:la aorta, en el sistema de perfusién
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retrograda de Langendorff (Déring ny_yelme)"tv, 1988) (Figura 5). El principio de este sistema consiste

en’ perfundir, algin:flui igenado adecuado para mantene tray

: ‘déképylegado or:un paﬁlld del poligrafo en el mismo papel de registro, simultaneamente con la

: "présidn? intraventricular:y el electrocardiograma. La medicién de la dP/dt,; se realizé directamente




en-el papel tomando la dP/dt,,mx como eI valor méximo posmvo de la curva de la dP/dt Se promedlo :

la dP/dt,,m obtcmda de los ulumos cmco mmutos dc exposxcnon a cada una de las dosns apllcadas

Esquema del Sistema de Langendorff TESIS CON

FALLA DE ORIGEN

CARBOGENO

FILTRO

¢ elecTRODO ]

POLIGRAFO

Figura 6. Esquema del sistema de perfusién retrégrada del corazén de acuerdo al modelo de LangendorfT.
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Figura S. Diagrama de trabajo de los estudios electrofisiologicos.




.45

-~ En el registro del ECG se realizaron mediciones de los intervalos R-R;én un promedio de 6 a
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f.- Protocolo con 7-0H DPAT mas PD 160 077, (agonistas Ds y’D}firc‘tépe'c'tiya‘menyte)

respectivamente

m.- Prdtbckiy')l‘é','co'foD, 160 077 mas U-991 94A (agonista Dy y antégévnista Dj; respectivamente, n=6)
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B).- Estudios electrofisioligicos en la actividad espontinea de la auricula derecha 'y en misculo
papilar de corazon de cobayo. Registro intracelular de potenciales de accion. .
Los experimentos 'sc reallzaron en auricula derccha con autonmusmo espontaneo y en el

misculo papllar del vemrlculo lzqu1crdo con estimulacion. Los tejldOS ueror sec’ 1onados del.f

7.4. La solucién se mantuvo continuamente oxigenada con carbégeno ™

Sistema de registro
Los parametros que fueron deterinihados, se registr‘aron por medio de microelectrodos de vidrio
llenos con solucién de KCI 3M y ;lzb'nAuria resistencia en la punta entre 15 a 30 Mohms. La seiial
registrada por el microe]ectroddi\tv'ue Jpva'éada a través de un amplificador (Electrometer DUO 773 de
WPI) y fueron observadas en la pantaila‘de un osciloscopio (Tektronix 2201), paralelamente la sefial
fup grabada en una video VHS-Sony. El sistema de captura de los datos fue por medio de un
: ikc;,ohi"erqu.r A/D, para después realizar las mediciones de cada parametro (Fig. 7).

,Ik,os'parémetros que se determinaron fueron son los siguientes:

1. iPotencial en reposo (PR)

2. Amplitud'del PA

3. Duracién al 50% (D 50%) del PA



48

4. Duracién al 90% (D 90%) del PA
5. Frecuencia cardiaca en auricula derecha

6. Periodo refractario absoluto

Protocolo Experimental.
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vez aplicado el pulso de prucba con una'intensidad de '3 veces el umbral no fue posible generar una

respuesta.

Osciloscoplo

T

‘Estimutador

C AD

=)

Computadora

Figura 7. Esquema del dispositivo experimental para el registro de los potenciales de accién por la técnica convencional

con microclectrodos.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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3. Determmacnon dc chundos Mensajeros

En otro“ yupos dc experimentos se eva]uo el efeclo de la csumulacmn Ios reccptorcs

inhibidor de tripsina, y 10 pg/ml beniaml ina. El con enido 'de;pvro

al método de Bradford (Bio-rad).

Actividad de Adenilato ciclasa

La actividad de la adenilato ciclasa fue medida de acuerdo al ‘x‘nét‘o'yd" de Salomo. j)}fC‘o‘ls‘I974,

en dénde se usa un substrato marcado para generar AMPc, el ([ol 32?] \TP) Se colocan las

membranas en presencia del substrato y de los agonistas estudlados,en este’caso: -OH-DPAT y PD

168 077 (agonistas de los receptores D3 y D4 respectivanient_e).'Désbdés’ de.un tiempo, la reaccién se

in‘tei“rvumpe‘ﬂéd‘xi‘AMPcno marcado y posteriormente se cuzfptlﬁca el ( 3.2,P]__.AMPc producido en

las membranas, en un contador de radioactividad. -

Brévememe, 0.25 ug de proteinasﬁ‘devvﬁlémb‘r‘zin’éys_Of‘ﬁévv'agregado un vol'ux:nén‘ total de 50 pl. La

mezcla fue incubada conlemendO‘ 120 uM ATP 1 ]J.Cl [ ‘32P] Af' _pM:»_‘c’AvMP, 53 uM GTP,




~ concentraciones'de 10”2 10°%
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Figura 8. Esquema de trabajo de los estudios bioquimicos
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Farmacos Usados.- ;
Dopamina HCL (3-hidroxytyramine hydrochloride), . (-)-Quinpirole HCL (trans-(-)-4aR-
4,4",5,6,7,8,8“,9-Oclahydro-5-propyl-1H-pyrazolb[3 4—g] qUino]ine hydrochloride, S(-)- Raclopride

L-tartrato - (S)-3,5- chhloro-N [(1 ethyl 2-pyrrohdmyl)methyl]-2 hydroxy-64'lnetl1oxy-benzam|dc

L-tartrate, Hldrobromuro de (:!:)v7-Hydroxy-DPAT (:t)2 Dlpropylammo-

7 hydroxy—1,2,3,4-

maleato de PD. 168“ 077:(

Butuclamo] Guanosme 5f

Agonista Receptor Pé’deol‘égl‘i.lﬂa’rj.:;‘ﬂ  ;

Dopamine - CeH, _ |

Quinpirole Dy/D; Ci3HziN3-HCL 2557

7-OH-DPAT Ds CiHpNOHBr 383

PD 168,077 Maleato Dy | ConzzNaOUC4H404 o 450.5 :
Antagonistas = PN b

Raclopride D/D; - C‘l5H;&'C12N203‘-C4’H;O(;'{. 497.33, 7

L-750,667 Dy Cul 52767

U-99194A maleato - D; - © CoHmNO CaHOs o :3‘93.'48'

Clozapine o o ' Dg‘ i T 32683 :
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ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se expresan como el promedio el error estandar (SEM), en valores absolutos

y/o normalizados. Las curvas dosis- efecto fueron anahzadas por re”esnon no ]mea] (GraphPad

Prlsm) Cada regresxon lmea] se realizé de acuerdo a la ecuaclo sigmoidea’ R/Rmax— A°/(A°+(EC50)

donde Ruax es el m :'1mo efecto causado por agomsta A es] ntracxon del agomsta ECso esla

] enda para obtener la mitad del' fecto y c ' es una constante.

R cbnéentfééién"
Postenormente los resultados entre los diferentes grupos de. estudlo fueron analizados por el método
de ANOVA de una via, y posteriormente se aphco la prueba de Dunnet (que compara los grupos

experimentales con el control). Un valor de p < 0.05 fue considerado significativo.

RESULTADOS
Los resultados que se describen a contmuacxon constituyen la base del artlculo cientifico
“Functional and Autoradiographic chm cterization of Dopamme Dg-lzke receptor in the guinea pig

Heart”. Canadian J Physiol and Pharmacol 2002 (en proceso de impresién).

1.- Expresion de los receptores de la familia D; en corazén de cobaye.
a)- Autoradiografia de Receptores

Como se muestra en la TABLA 4, los resultados de autoradiografia con ligandos radioactivos
muestran la presencia de los subtipos de receptores D, D3y y D4 distribuidos en todos los tejidos
cardiacos. Sin embargo debe considerarse que cl ligando usado [*H]-YM-09151-2, tiene a finidad
para todos los receptores de la familia D, y que el raclopride que fue usado para bloquear los
receptores D; y D3 puede no efectuar un bloqueo total. Si se compara la imagen de la figura 5 (unién
del receptor D4), con la 4 (unidén total a los receptores de la familia D,), se observa una gran

similitud, sugiriendo que el receptor D4 se e xpresa en mayor proporcidn, en ¢ oncordancia con la
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- cantidad eﬁ-fmcl/mg"déf-tejido*encontr’éda ‘para’est ::reqéplor. Estos resultados muestran que el

receptqlrvv D“,"t,e_ é!' o8 téjiv'dorsb cardiacos. Es de notar que la

edomina en la regién la ula derecha, asi como en los

-vasos arteriales (aorta y arteria pulmonar) de los corazones estudiados (Figiira 6).

TABLA 4
Anilisis cuantitativo de los subtipos de receptores dopaminérgicos cn tejidos del

corazén de cobayo

" Ventriculo " “Ventrictlo-

| Dc‘e°h° B lquié;qp .

CHIYM-09151-2

N

Los niveles de union del ligando son expresados en fmol/mg de tejido humedo. Los valores son el promedio +

SEM de 6 animales (cuatro secciones por animal).
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Figura 9. Imagen de la region posterolateral izquierda del corazén de cobayo en un corte sobre su eje mayor. En A se
muestra la imagen de la unién del ligando radioactivo [’H]-YM-O9151,~2 a'los téjidosr cardiacos. En B se muestra la union
no ecspecifica del ligando. Como puede observarse la unidn del ligz‘mdo, se locali‘za predominantemente en tejido auricular
derecho e izquierdo, en los grandes vasos y en forma difusa én el :tléj‘ido ventricular izquierdo. AD: auricula derecha. Al:

auricula izquierda, VD: ventriculo derecho. VI: venlriéulé_izquierdo‘ Ao: aorta. La mayor densidad de la figura (oscuro)

indica las regiones de unién del ligando.
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Figura 10. Imagen de la region posterolateral izquierda del corazén de cobayo en un corte coronal. En A se muestra la
imagen de la unién del ligando radioactivo [*H]-YM-09151-2 en presencia dc Raclopride (antagonista D,/D;), por lo que la
unién corresponderia a la presencia de los receptores dopaminérgicos Dy, en los tejidos cardiacos. En B se muestra la unién
no especifica del ligando. Como puede observarse la unién del ligando se localiza predominantemente en tejido auricular
derecho e izquierdo, en los grandes vasos y en forma difusa en el tcjido ventricular izquierdo. AD: auricula derecha. Al:
auricula izquierda. VD: ventriculo derecho. VI: ventriculo izquierdo. Ao: aorta. La mayor densidad de la figura (oscuro)

indica las regiones de unién del ligando.
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Figura 11. Imagen de la regién posterolateral izquierda del corazén de cobayo en un corte coronal. En A se muestra la
imagen de launiéndel ligando radioactivo [*H]-7-OH-DPAT a los tejidos cardiacos. En B se m uestra la uniénno
especifica del ligando. Como puede observarse la unién del ligando se localiza predominantemente en tejido auricular
derecho y en la aorta. AD: auricula derecha. Al: auricula izquierda. VD: ventriculo derecho. VI: ventriculo izquierdo.

Ao: aorta. La mayor densidad de la figura (oscuro) indica las regiones de unién del ligando.
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Western Blot

La figura 12 muestra los resultados del westem blot de Ios receptores D3 y Dy en membranas de
corazén de cobayo (auricula derecha y ventncu]o 1zqu1erdo) Las bandas para los receptores

(aproximadamente 75 kD) D3 y D4 fueron detectados en ambos tejxdos

D3 RA LV

Figura 12. Andlisis de western blot para los receptores D; y D4 en la auricula derecha y en ventriculo izquierdo del

corazdn de cobayo. Se identificaron bandas de 75 KDa para ambos receptores en ambos tejidos.
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2.- Papel funcional dec los receptores de la familia D; en el corazén de cobayos

A).- Estudios en corazén perfundido. Modelo de Langerdorff.

a.- En el grupo control, n=14, se observé que durante tres horas y media de perfundir a las
preparaciones, tinicamente con solucio’n Krebs, la frecuencia cardiaca (Figura 14) y la dP/dt.x

(Figura 15), tuvieron variaciones, no mayores a un 10 % .

b.- Protocolo con Dopamina (n—18> Se ( "f ’cto dual de la dopamma A concentracmnes

bajas de 50 y 100nM se observéd un, frecu‘ '01a ‘ardlaca con respecto al

observé con las concentraciones de 50 y 10 encia a disminuir, lo cual no fue

significativo. Con concentracidén de 1 y 10 p. néréméﬁlo significativo con respecto
al control (de 1800+600 a 24004:350, p<0 05)(F1gura 15) |

c.- Protocolo con Quinpirole (agonista D;) (n=12). Se reall;zc’) al igual que en el resto de los
protocolos una curva dosis efecto a partir de 50, 100, 250 y 500 nM y 1 y 10 uM. Con
concentraciones bajas se observd una discreta disminucién en la frecuencia cardiaca
aproximadamente del 12 % y con altas concentraciones (10 pM), los valores regresaron a los valores
control. (Figura 16). El efecto sobre la contraccién ventricular fue significativamente depresor con
lasdosisde 100 y 2 50 nM (Figura 17). Sin embargo al i gual que con la frecuencia c ardiaca l os

valores regresaron a los valores control con la dosis méxima de 10 uM. Estos resultados sugieren

que el quinpirole esta activando dos diferentes tipos de receptores. Por la similitud del efecto a dosis
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-OH 'DPAT)

ba_]as del qumpnrole con el efecto observado con el agomsta Dy ((:l:) 7

¢l Dy (PD 168

" 077) extste la -probabilidad “e que el efecto observado con el qumplrol

: v 250 nM sea os receptores

ide Protoco]o con: (£)-7-OH- DPAT (agomsta D3) (n—18) En este grup

A _ff OH DPAT avpartlr de la concentraclon de 100 nM mdujo una

Este efecto fue revertido con el‘ Iav
maxima de la presion venmcular (dP/dt,mgx), el (:t)-7 OH DPAT no mdUJo camblos significativos a
concentraciones nanomolar. Una reduccmn en la dP/dt.;, aproximada del 20 % fue observada con la
dosis de 10 uM, lo que sugiere que a esta concentracidon probablemente se esta activando otro
receptor (Figura 17). Es de notar que en este protocolo experimental se observé un incremento
significativo en el tiempo de repolarizacidon ventricular (intervalo Q-T del electrocardiograma)
durante la infusién de la droga (160+12 mseg a 230+18 mseg a la concentracién de 10uM,
p<0.01)(Figura 21).

- Protocolo con PD168 077 (agonista D4) (n=12). A 12 corazones se les perfundié en forma
continua el égonista especifico Dy (PD 168 077) a concentracién de 100, 250,500 nM y 1 y 10 p
M. El efecto sobre 1a frecuencia c ardiaca fue d epresor, efecto d osis-dependiente ( Figura 16). El

efecto cronotrépico negativo fue menor en comparacién con el (%)-7-OH-DPAT, pues a la
concentracion maxima usada de 10 pM, solo se redujo un 24 % la frecuencia cardiaca, en
comparacién con una reduccién del 40 % inducida por el ()-7-OH-DPAT. Sin embargo se observé

un efecto inotrépico negativo significativo desde la concentraciéon de 500 nM (efecto sobre la
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- dP/dtngx de 18004600 a 1300350, p<0.01)(Figura 17). No se observaror

de conduccxénaurlcul
077 (agonistas D3 y Ds

imulténca de (£)-7-OH-DPAT més PD 168077 a las mismas

8 %El“’éfecio'c’lc}pr’»eksof sobre la frecuencia cardiaca y la dP/dtmsx observado con
3 at::l pride (no mostrado).

h- Protocol

clré'ri;lé;,_(‘agonista D; y antagonista D,/D;)

(n=12‘).'Sé'evg14u_<LSvj¢I ‘efecto del’(x 0> M) mads raclopride (se usaron dos dosis

ly 10 pM), Se observé qué“él racl:opr’lv fun ido en forma aislada no produce cambios

ni en la frecuencia cardiaca ni en ia'dl?/d 'théinddsé perfundié el raclopride en presencia del
agonista, en concentraciones igualeé (]O ,,LM)] fr¢¢i;encia disminuye ligeramente, cambio que no
alcanzd a ser estadisticamente signiﬁcafifld. i’dr ofro lado con la perfusion de 7-OH-DPAT, después
del lavado de la mezcla, a la misma concentraciéon (10uM), se observa nuevamente la disminucién
de la frecuencia cardiaca (30 %) con respecto al control, (Figura 15). Los resultados muestran un
bloqueo parcial del efecto del (£)-7-OH-DPAT en presencia del raclopride.

i.~- Protocolo con (%)-7-OH-DPAT en presencia de U-99194A (agonista D3 y antagonista Dj
respectivamente, n=8). En la curva dosis-respuesta del (&)-7-OH-DPAT (107 a 10° M) la
administracién simultanea de U-99194A a 1 y 10 uM, se observa que el efecto inhibitorio sobre la

frecuencia cardiaca d el (£)-7-OH-DPAT es revertido solo a concentraciones nanomolar en forma

estadisticamente significativa (Figura 18). El efecto inhibitorio sobre la frecuencia cardiaca inducido
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por el ()-7-OH-DPAT. a concentracién micromolar, no fue rodificado en presencia del U-09194 A

antagonista Da/Dj,
el PD°168 077 en presencia de

qspltadds fueron s imilares a los del

k'_j)i':o‘\toéal con el agonista D3, e
" el efecto cronotrépico negativo del Pl

- estadisticamente significativo en comps

¢l PD 168 077 (reduccién del 17.48 %) (Fi

K, 1, m.- Protocolos con PD 168 077,_é‘nv‘pr¢\

antagonistas Dy, respectivamente, n=6 ara
(L-750 y clozapine) en concentraciones de
inducido por el PD 168 077 (107 M). Tavni;‘)okco' el aniégonis.ta‘ljj,' ‘elv U-99194A fue capaz de revertir

-este efecto (datos no mostrados).
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Figura 14. Curva dosis-respuesta de dopamina sobre la frecuencia cardiaca. Como puede observarse la dopamina induce
dos tipos de efectos, a dosis nanomolares induce un efecto cronotrépico negativo leve de aproximadamente el 10 % a
dosis entre 50 y 100 nM. A dosis de 500 nm se observa un efecto estimulatorio, el cual persiste y es sostenido con las

dosis subscuentes, siendo el efecto maximo a la dosis de 10 uM. La grifica muestra el grupo control, en circulos

obscuros (#)n=14, El grupo experimental con dopamina se muestra en circulos claros (o), n= 18. Los valores fueron

normalizados y son expresados en promedio = SEM. (*p<0.05, **p<0.01).
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Figura 15. Curva dosis-respuesta de dopamina sobre la dP/dtmax. Como puede observarse la dopamina induce a dosis
de 500 nm un cfecto estimulatorio, el cual persiste y es sostenido con las dosis subscuentes, siendo el efecto miximo a
ladosisde 10 uM. No se observa un efecto depresor significativo. La grafica muestra el grupo control en circulos
obscuros (e) n=14. El grupo experimental con dopamina se muestra en circulos claros (o), n= 18. Los valores fueron

normalizados y son expresados en promedio = SEM. (*p<0.05, **p<0.01, ***p>0.001).
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Figura 16. Curva dosis-respuesta de diferentes agonistas dopaminérgicos sobre la frecuencia cardiaca. Como puede
observarse la activacion de los receptores dopaminérgicos D,-like, induce un efecto cronotrépico negativo, siendo mayor el
efecto con el agonista Dy (7-OH-DPAT). En la grafica se muestra el grupo experimental con el agonista D, (quinpirole,
n=12) en tridngulos claros ( ). El grupo con agonista Dy (7-OH-DPAT, n=18) en tridngulos obscuros ( ) y el grupo con
agonista D4 (PD168077, n=12) en cuadros obscuros ( ). Los valores fueron normalizados y son expresados en promedio *
SEM. (*p<0.01, **p<0.001).
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Figura 17, Curva dosis-respuesta de diferentes agonistas dopaminérgicos sobrc dP/dt,..h Como puede observarse solo la

activacién de los receptores dopaminérgicos del tipo D, (PD 168 077), mduce un ‘claro “efecto inotropico n egativo. La

activacion de los receptores Dj, solo tiene un efecto depresor sxgmﬁcanvo a la’ dbsls de 10 uM. El grupo experimental con
el agonista D, (quinpirole, n=12) en triangulos claros ( ). El grupo con agomsta D, (7-OH-DPAT, n=18)en tridngulos
obscuros () y el grupo con agonista D4 (PD168077, n=12) en cuadros obscuros ( ) Los valores fueron normalizados y son

expresados en promedio & SEM. (*p<0.05).
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45+ —{J— 7-OH-DPAT + U-99194A 1uM
—l— 7-OH-DPAT + U-99194A 10xM

i

Q

| .

K]

2 g

o .8

I: E

Cwm

£ 8 s+

= .9

: u

'S & 15

2 8 157 .

QO

[T

o

D =

o 5

©

xR
51+ T L T 1
-10-9-8 -7 -6 5 -4

Log 7-OH-DPAT [M]

Figura 18. Curva dosis-respuesta que muestra el efecto inhibitorio sobre la frecuencia cardiaca del agonista selectivo del
receplof D;, el (£)-7-OH-DPAT en ausencia y presencia de U-99194A un antagonista selectivo de los receptores D;. Como
se observa en la grafica cl U-99194A revierte el efecto i nhibitorio del (4)-7-OH-DPAT sobre la frecuencia cardiaca a
concentracion nanomolar. El efecto inhibitorio del agonista a concentracién micromolar no es diferente en presencia del U-

99194A. Los datos fueron normalizados y expresado en & SEM. *p < 0.01 comparado con su propio control.
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Figura 19. Curva dosis-respuesta que muestra el efecto inhibitorio sobre la frecuencia cardiaca del agonista selectivo del
receptor Dj, el (£)-7-OH-DPAT en ausencia y presencia de Raclopride un antagonista de los receptores Dy/D;. Como se
observa en la grafica el Raclopride fue capaz de bloquear el efecto inhibitorio del (+)-7-OH-DPAT sobre la frecuencia
cardiaca. Sin embargo ¢l efecto fue estadisticamente significativo solo a concentraciéon nanomolar. Los datos fueron

normalizados y expresado en = SEM. *p < 0.01 comparado con su propio control.
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Figura 20. En la grifica se muestra que el efecto cronotrépico negativo del agonista selectivo del receptor Dy y D,, el 7-
OH-DPAT y del PD 168 077 respectivamente, no fue revertido en presencia del antagonista de los receptores
dopaminérgicos D,/D;, el Raclopride (N.S.). Como puede observarse en ausencia del Raclopride el efecto cronotrépico

negativo del 7 OH-DPAT se aprecia claramente. P> 0.05 con relaci6n al control.
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TABLA S. Efectos de los agonistas de receptores dopaminérgicos de la familia D, sobre los parametros

71

hemodinamicos de funcién del corazon del cobayo

Parametros Valores Quinpirole | (£)-7-OH- PD-168 077 | (%)-7-OH-DPAT
Control (10°M) |DPAT (10° M) +
(n=12) (10° M) (n=12) PD 168 077
(n=18) (10°M)
(n=6)
Frecuencia 240£16. | 23224 | **176%26 ¥198 = 18 **170+ 18
Cardiaca 100% | 96% (L4%) [73% (427.%) |82% (L 18%)| 70% (4 30%)
(latidos/min) k ’
Presion Sistélica | 116 % 12 **g0 % 16 g2 x14
Ventricular 100% o) | 68% (432%) | 70 % (4 30 %)
Izquierda(mmHg) ‘ -
dP/dt max 1800 420 | 1760 350 ,,*{1490 *320 *1260 + 500
(mmHg/seg) 100% | 98%[2% 74% 26 %)| 70% (430 %)

Los valores son el promedio + S.E.M y son _exprgsados ep:yaloyes‘gbsqlutds y qon‘nalizados (%). *p<0.01, **p<0.001

Con relacién a los valores control.
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%

Intervalo Q-T
(mseg)

Control  PD 168 077 (%)-7-OH-DPAT
10 pM 10 pM

Figura 21. En la grafica se muestra el efecto de los agonistas dopaminérgicos PD168 077 (Dy) y el 7-H-DPAT (D3), en
el intervalo Q-T del electrocardiograma. Como puede observarse solo el agomsm D, induce una prolongacién

significativa del intervalo Q-T con relacién al control, (** p<0.01).
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B).- Estudios electrofisiolégicos en la actividad espontinea de la auricula derecha de corazén
de cobayo. Registro intracelular del potencial de accién.

Los resultados de estos protocolos experimentales se muestran en la tabla 5 y 6. Como puede
observarse, es claro el efecto del agonista del receptor D;, el ()-7-OH-DPAT en la duracién del

potencml de accwn en la act1v1dad espontanea de lav aurlcula derc h g L P olongacxon de la duracién

ro contro], lo que se
lectrocardiograma, que el

cia la disminucién en la

frecuencxa de dlsparo por efecto del fannaco :En:1a:Tabla 6:se'muestran lds resultados obtenidos en

las preparacxones de musculo papilar del.efecto;‘del:a‘gomsta' selectlvo de] receptor Dj, el (£)-7-OH-

DPAT sobre la duraclon del potencml de acclon en presencxa de esumulacxon fija. Los resultados
sugleren que mdependlentemente dela frecuencna de dxsparo la probable activacion de los receptores

D; mducen una prolongacién en la duracién del potencxal de accidn.



TABLA 6. EFECTO DEL (£)-7-OH-DPAT EN LA DURACION DEL POTENCIAL DE ACCION

DE AURICULA DERECHA CON ACTIVIDAD ESPONTANEA Y DEL MUSCULO PAPILAR

DEL VENTRICULO 1ZQUIERDO CON ESTIMULACION.

PARAMETROS

(10 pm) MPVI

LAVADO

Amplitud  del PA

(mV)

; Duraciénalf SQ%" dgl :

: PA (mseg)

'| Duracién al 90% del

PA (mseg)

Frecuencia  cardiaca

(latidos por minuto)

Potencial en reposo

(mV)

PRA (mseg)

6.07

~Estos resultados muestran el promedio % el error eslandar, n—6 PA: potencnal de cc:on PRA penodo refmctano absoluto

: T— aumento Jr- disminucién. * p<0.05 con respecto a su control.
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TABLA 7. EFECTO DEL PD 168 077 EN LA DURACION DEL POTENCIAL DE ACCION DE
AURICULA DERECHA CON ACTIVIDAD ESPONTANEA Y MUSCULO PAPILAR DEL

VENTRICULO IZQUIERDO CON ESTIMULACION.

PARAMETROS | CONTROL | CONTROL VI | PD 168 077 PD 168 077 LAVADO LAVADO
AD (10 uM) AD (10 pM) MPVI AD MPVI

Amplitud del 98.20 =+ 118.20+£4.53 }98.50+2.04 116.50 £2.04 : o118 £33

PA (mV) 4.53

Duracién  al
50% del PA’

| (mseg)

| Duracién- - al
90% del PA

(mseg)

Potencial en o _90.0:9:0.13 T

reposo (mV)

romedio kel error ‘estdndar, n=4. Al: Auricula izquierda.:MPVI: ‘Misculo papilar del

tencial de accién. PRA: periodo refractario absoluto T= aumento. 4= disminucién. * p<0.05 con
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3.- Actividad de Adenilato Ciclasa

Los resultados mostraron que el agomsta del receptor D3, el (:!:) 7-0H-DPAT, no tiene efecto

sobre la actividad de la AC, ni en auncula derecha nien. ventrlculo quUleI‘dO‘ nuentras que la

(PD 68 077), solo en el ventrlculo lzqulerdo,r

>

produccion del AMPc fue inhibida por el gomsta

un efecto dependiente de la concentracién (10 a1 sxendo la mhnbncnon maxnma cercana al 40
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Figura 22. Efecto del agonista dopaminérgico D4 (PD 168 077) sobre la actividad de la adenilato ciclasa. Se observa que
solo en tejido del ventriculo izquierdo induce una disminucion significativa en la actividad de la adenilato ciclasa. Los

valores se expresan en porcentaje = el error estindar. *p<0.01. AD: auricula derecha. VI; ventriculo izquierdo.
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DISCUSION

Los resultados de ,lios egtudios” e"au‘gdr’radiograﬁa, western  blot, electrofisiologicos y

bioquimicos realizados en este proyecto investigacion, aportan evidencias de la presencia de

receptores dopaminérgicos D;_y:D‘i:en corazén de cobayo, asi como de su probable participacién

ugieren que los receptores

receptores dopaminérgicos

se obtuvo informacién ‘q

misma especie. Ademas también se evaluaron

cambios en la produccién de AMPc,ba_] elef (‘;t,o'dve‘vlo‘s' mismos farmacos, encontrandose que solo
el uso del agonista selectivo dé los- receptores D4, el PD 168 077 produce una disminucién
significativa de la produccién de AMPc en el ventriculo izquierdo del corazén de cobayo.

Los resultados de autorradiografia y de westem.blot, obtenidos en este trabajo experimental son
concordantes con los estudios previamente publicados en los cuales se demuestra la presencia de los
receptores dopaminérgicos de la familia D, en corazén de humano y de rata, a través de estudios de
unién con [°H] Spipirone (dmenta y Cols., 1993; Ricci y Cols., 1998). Los mismos autores
encontraron evidencias de que el subtipo D4 era el que mayormente se encontraba expresado en
auricula derecha de humano y de rata (4dmenta 1997; Rici y cols., 1998). Sin embargo la presencia de

los receptores Dj, asi como los efectos de la activacidn de los receptores D3 y Dq4 en el corazdn de

mamifero, no han sido descritos previamente.
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ha tenido un amplio uso’cox‘no an S 0 1 g s'el‘ectividad por los
:'ldlzapine puede tener
interaccidn con receptores alfa,b kols., 1998, Gioanniy
Cols., 1998). Por otro lado zgélﬁ ' -‘5para los receptores

dopaminérgicos de la familia D, en ‘lqs cuales se ha

utilizado para caracterizar a estos receptores: (Lakt or la'que en nuestros

protocolos de autoradiografia usamos eéte "‘ligahd ninar al yréceptor Dy, el
protocolo experimental de autoradiografia sé ’realizé‘[ _n.‘iires'enéia' de 'taqlbpride el cual es un
antagonista de los receptores D2 y D3 (Protais y Cols., 1994). El agonigta' séyleyc.:tivo (£)-7-OH-DPAT,
(7-hidroxy-N,N-7(di-n-propyl)-2-aminotetralin), pertenece al grupo de las aminotetralinas
(Freedman y Cols., 1994, Levesque, 1996) y ha sido ampliamente usado para caracterizar al subtipo
de receptor dopaminérgico D; en diferentes tejidos del organismo (SNC, linfocitos, rifién) y solo ha
sido reportado que puede unirse a los receptores sigma (Schoemaker 1993), razdn por lo cual en
nuestro protocolo experimental usamos un antagonista de estos receptores. El (£)-7-OH-DPAT es 7
veces mas selectivo para los receptores D3 que para los Dy (Sautel y Cols., 1995). En estudios de
unién en células de ovario de hamster chino transfectado (CHO), el [*’H] 7-OH-DPAT se unié al

receptor D3 con una afinidad subnanomolar (Kd 0.8 nM), mientras qhe la afinidad por los receptores

D,, Dy y Dy fue 100, 1000 y 10 000 menor, respectivamente (Lévesque y Cols., 1992). No esta
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reportado que se una a otros receptores adrenerglcos. Por ]o tanto los resultados obtemdos con este

ligando sugieren un grado de conﬁabllldad con relac n. lﬁ presencm de los receptores
dopaminérgicos D;-en los te_]ldOS del c corazon de cobayo. El hecho‘de que prevnamentc no haya sido
reportado en la literatura este resultado, probablemente esta‘en relacxon a quc los hgandos usados en
los otros estudios pueden unirse con todos los receptores dopaminér”giqos"ac‘ Alié:fam'i]ia D, (D;,D3 y
Dy), sin poder discriminarlos. ’ il
Aunque los receptors. D; y D4 parecen estar localizado prrimyér’ldi;ﬂmente en auricula derecha
nuestros datos sugierén due también se encuentran expresados en las otras camaras cardiacas, asi como
en-los grkakn’de‘s‘ va.lsoslb arteriales (aorta y arteria pulmonar). Es de notaf que la cantidad de fmol/mg de
v tejido ';es:iéonsidéx‘éblemente bajo para estos receptores dopaminérgicos cuando se comparan con las
: clfras ae oﬁos receptores, reportados en ¢l mismo 6rgano, como los receptores adrenérgicos (Brodde
.y Michel 19?9). Sin embargo debe considerarse que los estudios de autoradiografia son mas
,‘Cualitativ‘os que cuantitativos, q ue si bien nos p ermiten detectar 1a localizacion d e los receptores,
solo nos da una informacién muy geheral de la cantidad dc los mismos. Para tener un concepto
‘cuantitativo seri necesario, realizar estudios de unién con ligandos radioactivos en membranas de
tejidos cardiacos y con diferentes concentraciones del ligando, para poder determinar la Bmax y kD
de estos receptores. Los datos para el receptor D3 en auricula derecha (4.5 fmol/mg de tejido hiimedo)
no fueron realmente bajos, comparados con los valores que se han reportado en nticleos accumbens (12
fmol/mg de tejido hiimedo) y es alta en comparacién con reportes previos en el nticleo caudo-putamen
(Flores y Cols., 1996, 1998). Ademas existen varios reportes que sugieren un probable papel fisiolégico
del receptor D3 en esas dos estructuras cerecbrales (Flores y Cols., 1999). Finalmente aunque la
densidad de expresion de los receptores dopaminérgicos parece ser baja en el corazén, esta puede ser
suficiente para que el receptor dopaminérgico D3 esté participando en la regulacion de la frecuencia de

disparo de las células cardiacas.
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El anallsxs del Western blot tamblen aporto evrdenc1as para la presencna de los receptores D3 y

Dy en auricula derecha yen entnculo lzqulerdo del corazo -d cobayo”Los anticuerpos fueron

dmgldos contra la:regidr extracelular ammo termmal del: receptor “contra-la region intracelular

ruzada entre ellos, ni con los

s receptores D3 con el agonista

negativo dependiente de la dosis

eron estadisticamente significativos

cepto de que los efectos fueron

médi’aﬁd ' 0 9¢ Clos., 1997, Garcia-Sanz y Cols.,

2001Sotmk ‘ 0. tados s on ¢ onsiste ¥ ‘rébqr_tcs previos acerca del

n'la a‘cti\}idéd de las neuronas (Kreiss y"’cals 1995, Lejeune y

papel func:onal de’ lou ‘receptores
Millan, 1995). Usando (:£:)-7-OH-DPATV‘ la activacién de los receptores D3 en el micleos accumbens,
area ventral tegmental y substancia nigra pars compacta produjo una inhibicidén d el disparo de las
células (Kreiss y Cols., 1995). De acuerdo a estos resultados, un efecto inhibitorio sobre la frecuencia
de disparo de las células cardiacas por activacion del receptor Ds, podria explicar el efecto cronotrépico
negativo que induce el (£)-7-OH-DPAT en el corazon de cobayo. El efecto cronotrépico negativo del
(#)-7-OH-DPAT disminuyé en presencia de raclopride (antagonista Dy/D;) y el U-99194A
(antagonista selectivo del receptor D3) en concentraciones de 1 y 10 uM. El U-99194A revirti6 el
efecto inhibitorio del (£)-7-OH-DPAT, sobre la frecuencia cardiaca tinicamente a concentraciones
nanomolares, mientras que Raclopride fue capaz de bloquear el efecto inhibitorio del (£)-7-OH-
DPAT a concentraciones nanomolar y micromolar. Sin embargo el efecto fue significativo

estadisticamente solo a concentraciones nanomolar. Estos resultados sugieren que el (%)-7-OH-
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- DPAT induce ¢l efectbf'inbibiquié spbre;'la"fr;e';':lvje_ljl'igi:" "'ai"d‘iéc'ai probablemente a través de dos

mecanismos. Un m ecanismo_ direct d

frecuencia cardiaca a concentracione

El quinpirole, agonista de
negativo inducido por el
quinpirole no fue dependiente de klab':dbos'i‘s y.solo’se ciones nanomolar. Ya que el

efecto cronotrépico negativo del qui‘npi,r'olé"fu p’reSencxa'dé raclopride, probablemente

este efecto esta siendo mediado también por‘ recveptbqreisng

La probable activacion de los receptores D4; con el uso Vdel agonista PD 168 077 también
produjo un efecto cronotrépico negativo, sin embargo este efecto fue menor comparado con el efecto
inducido con (£)-7-OH-DPAT, ya que los cambios solo fueron significativos a concentraciones
micromolares. Estos datos sugieren que ambos agonistas inducen activacion del mismo receptor pero
con diferente afinidad. De acuerdo con esto el efecto cronotrdpico negativo inducido con el PD 168
077 también fue bloqueado en presencia de Raclopride, apoyando laideade que el PD 168 077
interactia con receptores Dj3. Varios estudios han demostrado que el (£)-7-OH-DPAT, activa
selectivamente a los receptores D3 con dosis similares a las usadas en el presente estudio (Levesque y
Cols., 1992, 1996, Shoemaker y Cols., 1993, Schwartz y Cols., 1993, Sautel y Cols., 1995). Sin
embargo hay pocos estudios que apoyen que el PD 168 077 es agonista selectivo para los receptores
D4 (Glase S., 1997, Clifford J. y Waddington J.L. 2 000). Hasta esté momento y en ausenciade
agonistas mas selectivos para los receptores Da, nuestros resultados sugieren que el PD 168 077

induce activacién de los receptores Dj; y D4.
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Con el uso, del agomsta del receptor D4"' el PD 168 077 se observo un efecto inotrépico

- proteinas G membranal (Levesque y C . qi:g ‘y Cols., 1994,

" MacKenzie y Cols., 1994, Shafer y Léﬁziht 1998) embarg ‘exis'teri‘i rep'c)rtes de que hay una

variedad de sefiales de transduccién actlvados ‘por lo receptores D3 que mcluyen la estimulacion y/o

‘» inhibicién en la actividad de la AC (Cluo y CoI o1 994a Potenza y Cols., 1994, McAllister y Cols.,
| 1995). Otros estudios que indican que los agomstas de los receptores D; pueden inhibir la
- produccién de AMPc, la incubacién de tejido de ventriculo izquierdo con PD 168 077 se asocid a
: uha disminucién significativa d el contenido de AMPc ( Chioy Cols., 1 994b, Tangy Cals., 1994,
Missale y Cols., 1988). El efecto inotrépico negativo que induce el PD 168 077 en el corazén
aislado del cobayo, podria ser explicado a través de un efecto directo en los miocitos cardiacos. Es
probable que el receptor D4 esté acoplado en forma negativa a la adenilato ciclasa, explicando la
inhibicidn en la produccién del AMPc observada en nuestros estudios.

Ademas de estudiar la frecuencia cardiaca, la presion ventricular izquierda y la dP/dt,,x, otro

parametro que cvaluamos en este estudio fue la actividad eléctrica del corazon a través del

electrocardiograma, b ajo la influencia de 1 os a gonistas d e 1 os receptores D 3 y D 4. La conduccién
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eléctrica-se ‘midié:

“nivel - auriculozventricular (intervalo: P-R) 'y ventricular. '(intfe’rValoQ-T). La

momento actual. Los recepto ncuentran localizados en las terminales

nerviosas simpaticas enblos ;te_|l o ‘penfe n fdondt.: eilos pueden modular la liberacién de
noradrenalina (Ricci y Cols., 1994 Mzssale y,CoIs ]988 Foucart y Cols., 1988, Felder y Cols.,

1989, Dlewati y Cols., 1989 Amenta 1" 1997) De hecho ha sido demostrado que el uso de
'agonistas de los receptores de la familia D, en tejido auricular derecho de humanos (quinpirole y
propilnorapomorphine) p roducen una inhibicién en la liberacién d e noradrenalina (Rump y Cols.,
1995, Abadie y Cols., 1996). La partiqibécién de este mecanismo en el efecto cronotrépico negativo

inducido por el (%)-7-OH-DPAT. féquiere ser explorado y confirmado por otros estudios

experimentales.
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Receptores Dopaminérgicos en corazén de mamifero. Implicaciones futuras

La demostracion de la presencia de los receptores dopaminérgicos D3 y D4 en el corazén
de mamifero abre un amplio campo de investigacién para conocer la participacion que puedan tener
estos receptores en las funciones de automatismo, conduccion y contraccién del mismo en

condiciones fisiolégicas 'y fisiopatolégicas; -La: participacién“de. un sistema de transmisién

dopaminérgica dentro de los mecanis el’‘corazén de mamifero ha sido

sugerida previamente, los resultados obtenidos’en este;trabajo’experimental apoyan su existencia y

ativas para explicar los
asi: como probables nuevas
en los cuales podrian cstar

participando los receptores dopaminérgicos.

Dentro del proceso de continuidad de este proye éstigaciéon quedan aun varias

preguntas por contestar:

1- ¢ Cuales son las caracteristicas farmacolégicas de los ‘z;go‘m ‘selex ti;y'os (7-OH-DPAT y PD 168
077) de los receptores dopaminérgicos D3 y Dy enlos 'tejidAosi‘cv:ardiacos?

2-;Los receptores dopaminérgicos D; y D4 estén localizﬁa:dbslen las; témiinales nerviosas simpaticas
cardiacas y/o en los miocitos? -

3-¢La activacién de los receptores dopaminérgicos D3 y Dy influye en la liberacién de noradrenalina
de las terminales nerviosas simpaticas, como ha sido demostrado en otros tejidos?

4-;Cual es la sefial intracelular o el mecanismo de accién que se activa por el receptor

dopaminérgico D3 en los tejidos cardiacos y que explicarian sus efectos

electrofisiologicos?
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del corazén de mamifero, en condiciones: fisiolégica olégicas:como en la insuficiencia

cardiaca, cardiopatia hipertensiva, y cardiopatia isquémica en'dénde es probable que los receptores

dopaminérgicos estén involucrados.

CONCLUSIONES
Los resultados de los estudios de autoradiografia, electrofisiolégicos - farmacoldgicos y
bioquimicos realizados demuestran:

I-  La presencia anatdmica y funcional del receptor D3 y D4 en el corazén aislado del cobayo.

II-  La activacion de los receptores dopaminérgicos D3, a través del agonista selectivo ()-7-OH-DPAT,
inducen un efecto cronotrépico negativo, efecto que no csta siendo mediado p or inhibiciénen la
produccién de AMPc y esta asociado a un incremento significativo en la repolarizacién ventricular.

III- La activacién de los receptores dopaminérgicos Dy, a través del agonista selectivo PD 168 077, induce
un cfecto cronotrdopico negativo moderado sin modificar la repolarizacion ventricular. El efecto
predominante fue el inotrépico negativo, efecto que esta asociado a una inhibicién significativa en

la produccién de AMPc en tejido de ventriculo izquierdo.



86

Resultados de este estudio han sido publicados y presentados en congresos nacionales e
internacionales.

Publicacién

1. - Gémez MJ, Rousseau G, Nadeau R, Berra R, Flores G and Suarez J: Functional and
Autoradiographic characterization of Dopamine D,-like receptor in the guinea pig Heart. Canadian J

Physiol and Pharmacol (en impresion). -

Restimenes a Congresos :
1.- Berra R, Gordillo L, Lépez-Lépez G K. Elg}ézvc and Gémez MJ.

Dopamine D3 receptors: Anatomic distribution and ‘functional' role XXIVM’eeting of the American

Section of the International Society fo'r:Heé 9712, June, 1999.

2.- Gémez M.J.! Cuellar M'", Franco'M k o Dopamine D3 receptor in normal

and hypertrophy cardiac tissues of ratf Ele :ysvxyo‘logy_,st,udy.v nstituto de Fisiologia. Universidad

Auténoma de Puebla. 2Depto. Fisi§ slic>ab y Neurociencias, CINVESTAV, IPN.? Instituto

Nacional de Cardiologia “Ignaéi‘o;,Chévez"i. ivIéxico. Aceptado para presentacién oral en el XLIV
Congreso Nacional de Cienciasrl“ri»sii‘dlé"gica’s a efectuarse del 26-30 de agosto del 2001 en Monterrey,
Nuevo Ledn. México.

3.- Gémez MJ"!, Berra R, Sudrez J°, Rousseau G2, Nadeau R® and Flores G'. Functional and
autoradiographic characterization of dopamine D2 family receptors in the guinea pig heart.
Mnstituto de Fisiologia, Universidad Auténoma de Puebla, P uebla, P uebla, MEXICO; *Centred e
Recherche, Hopital du Sacré-Coeur de Montréal, Université de Montréal. 3Escuela Superior de
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Functional and autoradiographic characterization
of dopamine D,-like receptors in the guinea pig
heart

Maria de Jests Gémez, Guy Rousseau, Réginald Nadeau, Roberto Berra,
Gonzalo Flores, and Jorge Suarez

Abstract: Dopamine receptors include the Dy- (D and Ds subtypes) and D,-like (D;, D3, and Dy subtypes) families.
D;-like receptors are positively and D,-like receptors negatively coupled to the adenylyl cyclase. Dopamine D,-like (D,
subtype) rcceptors have been identified in human and rat hearts. However the presence of D, and Dj receptor subtypes
is unclear. Furthermore, their role in cardiac functions is unknown. By autoradiographic studies of guinea pig hearts,
we identificd Dy and Dy receptors, using the selective radioligands [3H]-7-OH-DPAT and [*H]emonapride (YM-09151-2
plus raclopride). Western blot analysis confirmed D3 and Dy receptors in the right and left ventricle of the same spe-
cies. Selective agonists of Dy and Dy receptors (£)-7-OH-DPAT and PD 168 077 (10°° to 10-> M, respectively) induced
a significant negative chronotropic and inotropic cffect in the isolated guinea pig heart preparation. Negative inotropic
effect induced by PD 168 077 was associated with an inhibition in cyclase activity. No changes in cyclase activity were
found with (+)-7-OH-DPAT. The aim of this study is to support the presence of Dy and Dy receptors in the heart. Al-
though our results suggest that D5 and Dy receptors are functionally active in the heart, we need additional information
with an antagonist and an agonist of improved polency and selectivity to understund the respective roles of Dy and Dy
receptors in the cardiac functions.

Key words: Dopamine receptors (D, D3, Dy subtypes), autoradiography, Western blot, cAMP, heart,

Résumé : Les récepteurs de la dopamine incluent les familles de type D, (sous-types Dy et Ds) et de type D, (sous-
types Dy, Dy et D). Les récepteurs de type D; sont couplés positivement et les récepteurs de type D, couplés négative-
ment & I'adénylcyclase. Les récepteurs de type D; (sous-type D,) ont été identifiés dans les cceurs d’humains et de rats.
Toutefois, la présence des sous-types D, et Dy n’est pas claire, et leur réle dans les fonctions cardiaques est inconnu,
Des études autoradiographiques avec les radioligands sélectifs [*H]-7-OH-DPAT et [*H]émonapride (YM-09151-2 plus
raclopride) ont permis d'identificr les récepteurs D; et Dy dans les caeurs de cobayes. Une analyse par transfert de
Western a confirmé la présence des récepteurs Dy et D, dans les ventricules droit et gauche de cette espéce. Les ago-
nistes sélectifs des récepteurs Dy et Dy, (2)-7-OH-DPAT ct PD 168 077 (de 10~ A 10~5 M, respectivement), ont provo-
qué des cffets chronotrope et inotrope négaltifs significatifs dans la préparation de cceurs isolés de cobayes. L'effet
inotrope négatif induit par PD 168 077 a ét& associé & une inhibition de I’activité cyclase. Aucune variation de
I"activité cyclase n'a été observée avec (2)-7-OH-DPAT. Cette étude a pour but d'attester la présence des récepteurs Dy
et Dy dans le caeur. Bien que nos résultats donnent & penser que les récepteurs Dy et Dy sont fonctionnellement actifs
dans le caeur, nous avons besoin de données additionnelles, au moyen d’agonistes ct d'antagonistes plus puissants et
plus sélectifs, pour comprendre les rdles respectifs des récepteurs Dj et D, dans les fonctions cardiaques.

Mots clés : récepteurs de la dopamine (sous-types D,, D3, Dgy), autoradiographie, transfert de Western, AMPc¢, cceur

[Traduit par la Rédaction]

Introduction as well as the functional role of the dopamine receptor in
central and peripheral tissues has increased. It is presently

Since the first cloned and sequenced dopamine receptor considered that the action of dopamine, an cndogenous
was made (Bunzow ct al. 1988), research on the distribution amine, takes place through five dopamine receptor subtypes,
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which are coupled to the guanine nucleotide protein (G pro-
tein) transmembrane system. Dopamine receptors included
the D,-family receptors (renamed D,-like receptors) and D,-
family receptors (renamed D,-like receptors) of the former
classification (Kebabian and Calne 1979; Andersen et al.
1990: Civelli et al. 1993). Dopamine Dj-like receptors in-
clude Dy or D, and Ds or D,p, while dopamine D,-like re-
ceptors include two isoforms of the D, receptor subtypes
and D; and D, receptors (Giros ct al. 1989; Civelli et al.
1993; Jackson and Westlind-Danielsson 1994; Missale et al.
1998). Expression of the dopamine receptor varies from one
animal species to another and even from one tissue to an-
other in the same animal.

Dopamine D;-like receptors are positively and dopamine
D,-like receptors negatively coupled to the adenylyl cyclase
(AC) enzyme (Horn ct al. 1974; Kebabian and Calne 1979;
Lazareno et al. 1985; Weiss ct al. 1985; Jackson and
Westlind-Daniclsson 1994). However, interaction with other
intracellular signals such as phospholipasc-C has been proven
(Felder et al. 1989; Vallar and Meldolesi 1989; Jackson and
Westlind-Danielsson 1994). Dopamine receptors have been
studied mainly in the brain, where their participation in the
control of motor activity, behaviors, lcarning, and memory is
known (Camsonne 1987; Clark and White 1987; Jackson and
Westlind-Danielsson 1994). Dopamine receptors are also dis-
tributed in the peripheral tissues. They are considered similar
but not identical to the homologous brain dopamine receptors.
Activation of peripheral dopamine receptors induces
vasodilatation in renal, mesenteric, and coronary arteries. This
cffect has been explained through postsynaptic dopamine D,-
like receptors and presynaptic dopamine D,-like receptors.
The former induce a direct vasodilatation while the latter pro-
duce an inhibition of noradrenaline release from presynaptic
ncurons (Brodde 1982; Kopia and Valocik 1989; Missale ct
al. 1988; Ricci et al. 1994; Amenta 1997).

Through radioligand binding and autoradiographic studics
with [*H]spiperone as a ligand, the dopamine D,-like recep-
tor binding sites in the human heart were evident (Amenta ct
al. 1993). Using [3H]clozapinc as a ligand (dopamine D, re-
ceptor antagonist) the same author found positive binding in
the human and rat atria tissues, wherecas no specific
[*H]clozapine binding was found in ventricles, suggesting
the expression of Dy receptor subtype in atrial tissucs
(Amenta 1997). In support of these findings, Ricci et al.
1998 found that [*H]spiperone was bound specifically to
sections of the human and rat atria and ventricles, whereas

- preincubation with a Dy receptor antibody and subsequent
exposure {0 [:’H]spipcrone caused a remarkable decrease of
radioligand binding only in atria tissues. Others studies have
reported the expression of dopamine D,-like receptors by
Western blot analysis and light microscopic immunohisto-
chemistry techniques in the human and rat hearts (Ozono et al.
1996, 1997). However, radioligand binding and autoradio-
graphy studies were unable to detect binding of [*H]SCH
23390, a D receptor antagonist in the human heart (Amenta
et al. 1993). In spite of data supporting the presence of do-
pamine receptors in the heart there is no information about
their physiological role in cardiac functions.

The first purpose of this study was to evaluate the expres-
sion of dopamine D,-like receptors by means of dopamine
receplor binding sites using autoradiography and Western
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blot techniques in the guinea pig heart. The second purpose
was to analyze the physiological effects of the activation of
D,, D3, and Dy receptors subtypes through selective agonists
in the isolated guinea pig heart under constant flow perfu-
sion. We also measured the cyclic adenosine monophosphate
(cAMP) content in the right atria and left ventricle under the
effect of the same drugs.

Materials and methods

Materials

(-)-Quinpirole HCI, S-(-)-raclopride L-tartrate, (+)-7-OH-
DPAT HBr (dipropylamino-7-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydrona-
phthalene), U-99194A malcate (5,6-dimethoxy-2-(di-n-pro-
pylamino)indan malcate), PD 168 077 (N-[[4-(2-
cyanophenyl)-I-piperazinyl)methyl}-3-methyl-benzamide, L-
750-667 3HCl, EDTA, forskolin, ATP, GTP, cAMP,
myokinase, 1,3-di(2,5-tolyl)guanidine, soybean trypsin in-
hibitor, and benzamidine were obtained from Sigma (St.
Louis, Mo.). Leupeptin were from Alexis Biochemicals (San
Diego, Calif.). Pyruvate kinase, phosphoenolpyruvate, and
isobutylmethylxanthine were from Calbiochem (San Diego,
Calif.). New England Nuclear supplicd [o-*?P]-ATP and
[*H]cAMP. Butaclamol, guanosine S-triphosphate (GTP),
and dopamine were purchased from RBI (Natick, Mass.).
[PH)-YM-09151-2 (86 Ci/mmol), [*H]7-OH-DPAT (139
Ci/mmol), [*H]Hyperfilm, and micro scale calibrated tritium
standards were purchased from Amersham Canada (Toronto,
Ont). D3DR (H-50) (catalogue No. sc-9114) is a rabbit
polyclonal antibody raised against a recombinant protein
corresponding to amino acids 1-50 mapped within the
amino terminal extraccllular region of dopamine receptor
type 3 of human origin. D4DR (R-20) (catalogue No. sc-
1439) is an affinity-purified goat polyclonal antibody raised
against a peptide mapped at the carboxy terminus of dopa-
mine type 4 receptor of rat origin. D3DR and D4DR were
purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Ca-
1if.). All other chemicals were of analytical reagent grade
quality and obtained from the usual commercial sources.

Autoradiographic studics

Animals

All experiments were conducted in inale guinca pigs
(weighing 250-300 g) bred in our facilitics. Animals were
maintained under constant room temperature (23°C) and a
12 h light : 12 h dark cycle, with food and water ad libitum,
All procedures were in agreement with the official Mexican
guidelines stated in the Leyes y Cddigos de Mdéxico, under
Titulo 7 de la Ley General de Investigacién en Salud as well
as with the Guidelines of the Canadian Council for Animal
Care and the Institutional Animal Care Committee. All ef-
forts were made to minimize animal suffering and to reduce
the number of animals used.

Heart processing

Guinea-pigs were killed by decapitation and excised
hearts were rapidly frozen in a 2-methylbutane — dry ice
mixture (—40°C) and then stored at -80°C until use. Frozen
guinea pig hearts were sectioned at 15 um thickness on the
sagittal plane using a Leitz cryostat. Sections were collected
on precleaned, gelatin-coated microscope slides (three sections
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overnight, and then stored at ~80°C until the day of the ex-
_ periment,

Receptor autoradiography

Saggital sections along maximum longitudinal axes of the
heart were taken and used in the following protocols. All the
protocols uscd followed Flores et al. 1999. For dopamine
D,-like and Dy binding, the slides were first preincubated at
room temperature for 10 min in SO mM Tris-HCl (pH .7.4)
containing 120 mM NaCl, | mM EDTA, 5 mM KClI,
1.5 mM CaCl,, and 4 mM MgCl,. Sections were then incu-
bated for 2 h at room temperature in the same buffer con-
taining 1 nM [*H]emonapride (YM-09151-2; 86 Ci/mmol,
K4 > 0.5 nM) with and without 100 nM of raclopride for do-
pamine Dj-like or D4 binding, respectively. 2-Dipropyla-
mino-8-hydroxy-1,2,3 4-tetrahydronaphthalene (8-OH-DPAT,
50' nM) was added in cach case to mask possible binding of
the ligand to serolonin receptors. Non-specific binding was
determined on adjacent cardiac sections by adding 1 uM (+)-
butaclamol! in the binding buffer. Incubations were termi-
nated by dipping the slides in an ice-cold buffer, followed by
two consecutive 10-min washes in the same buffer. After a
final dipping in ice-cold distilled water, slides were dried at
room temperature and apposed to [*H]Hyperfilm for 1S
days, alongside micro scales - calibrated tritium standards.

[*H)-2-Dipropylamino-7-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydronaphtha-
lene ([3H]-7-OH-DPAT, K, = 0.8 nM) binding to the D5 re-
ceptor was assessed as described previously (Flores et al,
1999). Tissuc sections were first preincubated for 30 min in
50 mM Tris-HCI (pH 7.4) containing 100 mM NaCl and
300 uM GTP. Sections were then incubated for 2 h at room
temperature with 2 nM [3H]-7-OH-DPAT, 50 mM Tris-HCI
(pH 7.4), 100 mM NaCl, 300 uM GTP, and 10 uM 1,3-
di(2,5-tolyl) guanidine (to block binding sigma sitc). Dopa-
mine (I M) was used to determine non-specific labeling.
Incubations were terminated by washing the cardiac sections
twice for 10 min cach in ice-cold buffer (50 mM Tris-HCI,
pH 7.4). After a brief dipping in ice-cold distilled water, car-
diac sections were rapidly dried and apposed to
[*H]Hyperfilm for 8 weeks, alongside micro scales - cali-
brated tritium standards.

Autoradiograms were analyzed using a computerized im-
age analysis system (MCID-4, Imaging Research, St
Catherine’s, Ont.). The binding data were analyzed in the
right and left atria and in the right and left ventricle.

Western blot analysis

Membrane preparations

Tissues from the right atria and left papillary muscle from
male guinea pigs were minced in 10 mL of cold buffer con-
taining 20 mM Tris-HCL (pH 7.4), | mM EDTA, leupeptin
(5 ug/mL), soybean trypsin inhibitor (5 ug/mL), and
benzamidine (10 pg/mL). Tissues were then lysed with a
polytron homogenizer (three 10 s bursts at maximum speed)
and the lysates were centrifuged at 1000 x g for 10 min at
4°C. The lysate was filtered through 4 layers of cheesccloth
in a corex tube and centrifuged at 45 000 x g (18 500 rpm)
for 20 min at 4°C. The pellets were resuspended in 250 uL
of solubilization buffer containing Triton X-100, Nonidet
(NP-40), NaCl 2M, Tris-HC1 1 M (pH 7.4), EDTA 250 mM
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(pH 74). The tubes were inverted during 2 h at 4°C, and
centrifuged at 45000 x g for 20 min at 4°C. The
supernatants were kept for protein assay and Western blot.
Protein content was determined according to Bradford's
method using a Bio-Rad kit (Bradford 1976).

Western blot

Equal amounts of solubilized membrane proteins
(50 pL/well) were fractionated on 10% SDS polyacrylamide-
gels. The separated proteins were transferred to 0.2 um
nitroccllulose membranes and the intensity of the bands was
verified with red ponceau. Membranes were blocked using
5% nonfat dry milk in TBST (Tris-HCl 1 M, NaCl 2 M;
pH 7.4, Tween 20 250 uM) for 1 h at room temperature, The
membranes were then incubated with polyclonal antibodics
for Dy and D4 receptors at a dilution of 1:500 for | h at
room temperature or at 4°C overnight. After three 10 min
washes with TBST, the membranes were incubated with
peroxidase-conjugated secondary antibody (anti-goat IgG
and anti-rabbit 1gG, diluted at 1:2500, Santa Cruz Biotech-
nology, Inc.) for 45 min and washed five times, 10-min, with
TBST. Antibody detcction was performed by chemilu-
minescent detection system (Rcnaissance reagent, Mandel
Scientific Company, Inc., Guelph, Ont.). Membranes were
exposed to a Kodak film and developed right away.

Physiological studics

Male guinea pigs weighing 250-300 g were used in all
cxperiments.  Under sodium  pentobarbital  anesthesia
(30 mg/kg, i.p.) thoracotomy was performed in the midline
and the hearts were removed. The aorta was cannulated quickly
for retrograded perfusion by means of the Langerdorff sys-
tem. Hearts were perfused at a constant flow of 10 mL/min
with a Krebs-Henscleit solution containing (in mM): NaCl
118, KCl 4.7, MgS0, 1.6, KH,PO, 1.18, NaHCO; 24.8,
CaCl, 2.5, glucose 5.5, pyruvate 2, (pH = 7.4). The perfusate
was continuously bubbled using 95% O, : 5% CO,. Temper-
ature was kept at 37°C by means of a glass heat exchanger.
The perfusion pressure was usually 50 mmHg in all experi-
ments. Coronary flow was calculated by timed collection of
the effluent fluid in one minute.

To record cardiac electrical activity, pairs of platinum
wires with Teflon coating were plunged to the epicardial sur-
face of the right ventricle. Bipolar electrograms were dis-
played on a Grass chart recorder and depolarization (R-R)
and repolarization (Q-T) ventricular intervals were mea-
sured on electrocardiogram (ECG) recording. Cardiac rate
(CR) was calculated from R-R intervals. Left ventricular
systolic pressure (LVSP) was measured using a GOULD P23
ID USA pressure transducer, passed into a compliant latex
balloon inserted through the left atrium into the left ventri-
cle. The balloon was filled with bubble-free water to set the
left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) at 10-
12 mmHg. Through a Polygraph differentiator Model
7P20C, an index of inotropic state, the maximum rate of rise
of left ventricle systolic pressure (dP/dr,,,), was obtained
from LVSP. All the signals were amplified and recorded
continuously in a GRASS 79 D Polygraph with 8 channels
(GRASS Instrument CO. Quincy, Mass.). Mecasurements
were made on recording paper at 100 mm/s,
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Table 1. Quantitative analysis of the dopamine receplor subtypes in cardiac tissues of guinea pigs.
Right Left Right Left
Dopamine receptor subtype, *H figand atria atria ventricle ventricle
Dy-family, [PHIYM-09151-2 3.3x1.6 3.0£2.0 3.9+1.2 3.3+£3.0
Dy, [*H]-7-OH-DPAT 5.1+£0.8 2.3+0.8 1.8+0.6 1.720.7
D,-family, PH]YM-09151-2 + raclopride 4.4+0.8 3.0£1.2 3.0+0.8 2.5%1.3
Note: Binding levels are expressed in fmol/mg of wet tissue. The values are the mean + SEM, obtained from six Is (four i for animals)

Experimental protocol

Initially the hearts were allowed to stabilize for 30 min.
Those that showed more than 10% variability in sinus ratc or
an LVSP less than 100 mmHg over the last 20 min were dis-
carded. Bascline measurements of CR, LVSP, and dP/ds,,
were made. Dose-~response curves for (-)-quinpirole HCI
(D, receptor subtype agonist), (+)-7-hydroxy-DPAT HBr
(D, receptor subtype agonist), and PD 168 077 (D, receptor
subtype agonist) were made in cumulative concentrations,
from 10™ to 1073 M. The duration of each perfusion drug
concentration was 20 min. Other groups of experiments in-
volved the use of an antagonist at |1 and 10 puM concentra-
tion, infused alone during 15 min and after, plus an agonist
at 1078 to 107% concentration, both of them infused during
20 min. A final experimental group involved the use of an
antagonist at one concentration, 10-%, infused alone during
15 min and after, plus an agonist at the same concentration
(10-%), both of them infused during 20 min. The following
antagonists were used: S-(-)- raclopride, a D,/Dj antagonist;
U-99194A maleate, a Dy sclective antagonist; and L-750-
667 3HCI and clozapine, D4 receptor antagonists.

Data were recorded continuously and measured every
5 min during the cxperiment. Physiological parameters were
measured 20 min after infusion of the drug. A this time a
steady-state effect had been achieved. The values in each pa-
rameter represent the mean of 8-10 beats.

AC activity

Membrane preparation

Tissues from the right atria and left papillary muscle
were minced in 5 mL of a cold buffer containing 5 mM Tris-
HCl (pH 7.4), 2 mM EDTA, 5 ug/mL leupeptin, 5 ug/mL
soybean trypsin inhibitor, and 10 pg/mL benzamidine. Tis-
sues were then lyzed with a polytron homogenizer (three
10 s bursts at maximum speed) and centrifuged at 1000 x g
for 5 min at 4°C. The lysates were filtcred through 4 layers
of cheesecloth and centrifuged at 40 000 x g for 20 min at
4°C, The pelicted membranes were washed twice and resus-
pended in 0.5 mL of buffer containing 75 mM Tris-HC!
(pH 7.4), 5 mM MgCl,, 2 mM EDTA, 5 ug/mL leupeptin, 5
ug/mL  soybean trypsin inhibitor, and 10 ug/mL
benzamidine, and were used immediately for AC activity de-
termination. Protein content was determined according to
Bradford’s method using a Bio-Rad kit.

AC assay

AC activity was measured according to the method of
Solomon et al. 1974. In summary, 10-20 pug of membrane
proteins were added in a total volume of 50 pL. The incuba-
tion mixture included 120 uM ATP, 0.5 uCi [*?P]ATP,
100 uM cAMP, 53 uM GTP, 2.8 mM phosphoenolpyruvate,
0.2 U of pyruvate kinase, | U of myokinase, 30 mM Tris-

HCI (pH 7.4), 2 mM MgCl;, 0.8 mM EDTA, and 100 uM of
forskoline. The enzyme activity was determined in duplicate
in the absence (basal activity) or presence of activators of D,
and D, receptors, (%)-7-hydroxy-DPAT HBr and PD
168 077, respectively. Concentrations of the agonist ranging
from 10 to 105 M were used. R

Calculations and statistical analysis

All data are cxpressed as a mean + SEM. Concentration—
response curves were analyzed by nonlinear regression anal-
ysis (GraphPad, Prism). Each regression line was fitted to a
sigmoid equation, R/R . = A/(A® + (ECsp)), where R, is
the maximal effect caused by the agonist, A is the concentra-
tion of agonist, ECsp is the concentration required for half-
maximum effect, and c is a constant. Statistical analysis was
done with one-way analysis of variance with post-ANOVA
Dunnet test when appropriate. A p value less than 0.05 was
considered significant.

Results

Autoradiographic results

PHJemonapride binding

[*Hlemonapride (YM-09151-2) labels dopamine receptor
subtypes belonging to the dopamine D,-like receptor (D,
D;, and D). Dopamine D,-like receptors were detected in
all the heart (3-4 fmol/mg wet tissuc). D, receptor, mca-
sured by [PH]YM-09151-2 in the presence of raclopride, a
D,/D; receptor antagonist, was also detected in the four car-
diac chambers. Receptor density was 2-4 fmol/mg wet tis-
sue (Table 1).

P HJ2-Dipropylamino-7-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydronaph-
thalene binding

Dj receptor measured by [*H]-7-OH-DPAT binding was
found mainly in the right atria (Fig. 1). Binding for D; re-
ceptors was also detected in the left atria and in the right and
left ventricle (Table 1). It was interesting to note the binding
in proximal aorta and pulmonary artery (15 (mol/mg wet tis-
sue), as shown in Fig. 1.

Western blot

Figure 2 shows Western blot analysis of Dy and D, recep-
tors in cardiac membranes (right atria and left ventricle) of
the guinea pig heart. Bands (approximately 75 kDa) for D,
and D, were detected in both tissues.
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Fig. 1. Binding of [*H]-7-OH-DPAT in cardiac tissues of the
guinea pig. Longitudinal section of posterolateral left region of
the heart. As show in the right (A), the binding of [*H)-7-OH-
DPAT is localized mainly in the right atria and in aorta and pul-
monary artery. In the left (B), no specific binding of [*H]-7-OH-
DPAT in presence of dopaminec (10-5 M), RA, right atria; RV,
right ventricle; LA, left atria: LV, left ventricle; Ao, norta.

Fig. 2. Western blot analysis of D3 and Dy receptors in the right
atria and left ventricle of guinea pig heart. Bands of 75 kDa for
D, and Dy receptor were detected in both tissues.
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Physiological results in isolated heart

Effects of dopamine Dj-like receptor agonists on cardiac
rate and dP/dt,,.

Dopamine D,-like agonists, quinpirole, (+)-7-OH-DPAT,
and PD 168 077, all induced a negative chronotropic and
inotropic effect, as shown in Figs. 3 and 4. Quinpirole, a D,
agonist, induced a decrease of 12% of CR at nanomolar con-
centrations. Interestingly, micromolar concentrations re-
turned the values to basal levels. Effects on dP/dry,,, were
similar: nanomolar concentrations produced a reduction of
20% in dP/de,,, with recovery at micromolar concentra-
tions. (x)-7-OH-DPAT and PD 168 077 (D; and D, agonists,
respectively) both induced a significant negative chrono-
tropic and inotropic cffect in a concentration-dependent
manner (ECsp = 3.93 x 1077 and 3.64 x 1079, respectively).

‘Can. J. Physiol. Pharmacol. Vol. 80, 2002

Fig. 3. Effect of D,, D;, and D, receptor agonists on cardiac rate
of isolated guinea pig heart. &, (£)-7-OH-DPAT, n = 18; A,
quinpirole, n = 12; M, PD 168 077, n = 12, (+)-OH-DPAT and
PD 168 077 (D; and Dy receptor agonists, respectively) produced
a negative chronotropic effect in a clear dose-dependant manner.
Also, quinpirole, a D, receptor agonist, decreased the cardiac
rate, but only at nanomolar concentrations, as shown in the fig-
ure. Further experimental details are provided in Materials and
methods. Data were normalized and expressed as a mean = SEM.
*n < 0.01 with respect to own control.
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Fig. 4. Effects of D,, D3 and Dy receptor agonists on dP/dey,,,
of isolated guinea pig hecart. A, (£)-7-OH-DPAT, n = 18; A,
quinpirole, #n = 12; M, PD 168 077, n = 12. (%)-7-OH-DPAT and
PD 168 077 (D3 and D4 reccptor agonists, respectively) also
produced a negative inotropic cffect in a dose-dependant manner.
However, PD 168 077 had the predominant effect, as opposed
to the predominant effect on cardiac ratc of (+)-7-OH-DPAT, as
shown in Fig. 3. Further experimental details are provided in
Materials and Methods. Data were normalized and expressed
as a mean x SEM. *p < 0.05 with respect to own control.
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Fig. 5. Concentration-response curves for the inhibitory effect of
(%) 7-OH-DPAT on cardiac rate of isolated guinea pig heart in
the absence and presence of ruclopride, a D,/D, antagonist re-
ceptor. A, (£)-7-OH-DPAT, n = 8; O, (£)-7-OH-DPAT -+ raclopride
I uM, n = G; ®, (x£)-7-OH-DPAT + raclopride 10 uM, n = 6.
Raclopride was able to block the negative chrononotropic cffect
induced by (+)-7-OH-DPAT as shown in the figure. However, the
effect was statistically significant just at nanomolar concentra-
tion. Further experimental details are provided in Materials and
methods. Data were normalized and expressed as a mean = SEM.
*p < 0.01 compared with appropriate control mean,
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The negative chronotropic cffect of (+)-7-OH-DPAT was
significant from nanomolar concentrations, being the maxi-
mum effect at 20 tM concentration associated with a de-
crease of 40% on cardiac rate. Only high concentrations of
(£)-7-OH-DPAT deccreased significantly the dP/drg,,
(Fig. 4). Interestingly, the reduction in cardiac rate induced
by (2)-7-OH-DPAT was associated with a prolongation in
the Q-T interval of the ECG (160 + 15 t0 230 £ 20 ms, p <
0.001 with respect to control values). No changes in Q-T in-
terval were observed in the PD 168 077 group (Fig. 8). The
negative chronotropic effect of (x)-7-OH-DPAT was re-
duced significantly in the presence of raclopride (D,/D; an-
tagonist), at 1 and 10 uM concentration as shown in Fig. 5.
However the effect was statistically significant just at nano-
molar concentrations. In the dose-response curve of (x)-7-
OH-DPAT (10 to 1075 M), U-99194A maleate (Dj; selec-
tive antagonist, at 1 and 10 uM) reversed the inhibitory ef-
fect of (+)-7-OH-DPAT on cardiac rate only at nanomolar
concentrations as showed in the Fig. 6. The inhibitory effect
of (£)-7-OH-DPAT at micromolar concentrations was not
different in the presence of U-99194A malecate at 1 and
10 uM. Although PD 168 077 also produced a negative
chronotropic cffect, this was only significant at micromolar
concentrations, thus suggesting less affinity of the same re-
ceptor activation by 7-OH-DPAT (Fig. 3). The negative
inotropic effect induced by PD 168 077 was significant at
nanomolar concentrations and achieved a reduction of 50%
in dPldty,,, at 20 uM. The negative chronotropic effect of
PD 168 077 was blocked only with raclopride, similar to the
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Fig. 6. Concentration-response curves for the inhibitory effect of
(#£)-7-OH-DPAT on cardiac rate of isolated guinca pig heart in
the absence and presence of U-99194A maleate, a D3 selective
antagonist receptor. A, (£)-7-OH-DPAT, n = 8; (J, (+)-7-OH-
DPAT + U-99194A maleate | uM, n = 6; W, (2)-7-OH-DPAT +
U-99194A maleate 10 uM, n = 6. U-99194A maleate reversed
the inhibitory effect of (+)-7-OH-DPAT on cardiac rate only at
nanomolar concentrations as shown in the figure. The inhibitory
effect of (x)-7-OH-DPAT at micromolar concentration was not
different in the presence of U-99194A malecate at 1 and 10 uM.
Further experimental details are provided in Materials and meth-
ods, Data were normalized and expressed as a mean + SEM.,
*n < 0.01 compared with appropriate control mean,
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negative chronotropic effect of (+)-7-OH-DPAT (Fig. 5).
Raclopride and U-99194A malcate were unable to block the
negative inotropic effect induced by (%)-7-OH-DPAT and
PD 168 077. The same results were seen with the use of Dy
receptor antagonists, L-750, and clozapine. In a protocol
where (+)-7-OH-DPAT and PD 168 077 were uscd simulta-
neously, no additive negative chronotropic and inotropic ef-
fects were observed, as shown in Table 2, which summarizes
the dopaminc receptors agonist effects on the physiological
parameters of cardiac functions.

AC activity

The results show that the D; receptor agonist (z)-7-OH-
DPAT had no effect on AC activity on the right atria or in
the left papillary muscle. Production of cAMP by forskolin
was inhibited by PD 168 077 (D4 agonist) only in the left
papillary muscle in a concentration-dependent manner_over
the range of 1079 to 10~ M, with an ECs, of 2.38 x 1077 and
maximal inhibition of 30% at 10~ M concentration (p <
0.01 versus bascline, n = 8) (Fig. 9). No effect was seen in
right atria.

Discussion

In this study, we provide evidence to support the presence
of Dy and Dy receptors in the guinea pig heart. In addition,
we assessed the activation of Dy, D;, and Dy receptors by
their sclective agonists (quinpirole, (£)-7-OH-DPAT, and PD
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Table 2, Effects of D,-like receptors agonists on the hemodynamic parameters of the guinea pig cardiac function.

Quinpirole 7-OH-DPAT PD 168 077 7-OH-DPAT plus
Control (103 M) (107> M) (1075 M) PD 168 077
Parameters values (n =12) (n=18) (n=12) (1073M) (n = 6)
Cardiac rate (beats/min) 240+16 232424 17626** 198+18* 170£18**
. 100% 96% (14%) 3% (127%) 82% (118%) 70% (130%)
Left ventricular pressure (mmHg) 11612 1068 94+9% 80+16** 82£14**
: 100% 91% (19%) 82% (118%) 68% (132%) 70% (130%)
dP/dtg,,, (mmHg/s) 1800+420 1760+350 1600560 1400x320* 1260+500*
100% 98%(12%) 88%( 1 12%) 74% (126%) 70% (130%)

Note: The values are the mean = S.E.M and expressed in at

Fig. 7. Influence of raclopride, a D,/Dj receptor antagonist,

on the negative chronotropic effect of (£)-7-OH-DPAT and PD
168 077 in the isolated guinea pig heart. ([3, PD 168 077,

nx 10; 0O, (2)-7-OH-DPAT, n = 12). As shown in the figure,
raclopride produces a partial block of the ncgative chronotropic
effect induced by the drugs. Data were normalized and expressed
as a4 mean = SEM. *p < 0.01 with respect to own control.
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168 077, respectively) in the isolated guinea pig heart prepa-
ration. Furthermore, we evaluated changes in the cAMP con-
tent in cardiac tissues under the effect of Dy and D, receptor
agonist. Our results demonstrate that the guinea pig heart
has D3 and Dy receptors and that they are mainly distributed
in the right atria. The negative chronotropic and inotropic cf-
fects observed in the heart after the activation of Dy and D,
receptor agonists suggest a probably physiological role of
these receptors in the cardiac functions of the guinea pig
heart.

The findings reported here are in agreement with previous
studies in which D,-like receptors assessed by [*H]spipirone
binding have demonstrated the presence of these receptors in
the human and rat hearts (Amenta et al. 1993; Ricci et al.
1998). The same authors show ecvidence that D, receptor
subtype belonging to D,-like receptors was expressed in the
human and rat right atria (Amenta 1997; Ricci et al, 1998).
In contrast, the presence of Dj receptors and the effects of
the activation of the D; and D4 receptors in the guinea pig
heart had not, to our knowledge, been previously reported.

values and nor

lized (%). *p < 0.01, **p < 0.001 with respect to control values.

Although Dy and D4 receptors are mainly located in the
right atria, our data also suggested the presence of Dy and
D, receptors in other chambers of the heart. Dy receptor data
for the right atria (4.5 fmol/mg of wet tissue) were not low
compared with the values reported in nucleus accumbens (12
fmol/mg of wet tissue) and werc higher compared with the
previous reports in the caudate-putamen nucleus (Flores et
al. 1996, 1998). In addition, there are several reports sug-
gesting the probably physiological role of Dj receptors in
these two brain structures (Flores et al. 1999). Finally, al-
though dopamine receptors are low in density, they could be
sufficient for a physiological effect in the heart.

Western blot analysis also provided strong evidence for
the presence of D; and Dy receptor proteins in the right atria
and left ventricle of the guinea pig heart. The antibodies
were directed toward the amino terminal cxtraccllular region
for D5 and the carboxy terminus intracellular for Dy, which
are not cross-reactive with D, D,, and Dy receptors (Santa
Cruz Biotechnology, Inc.).

Ours resuits clearly show a dose-dependent decrease of
the cardiac rate induced by the activation of the Dj; receptors
by (+)-7-OH-DPAT. In agreement with previous reports, we
found significant changes at nanomolar concentrations, sup-
porting the notion that the effect was mediated by a Dy re-
ceptor (Devoto ct al. 1995; Clos et al. 1997; Garcfa-Sanz et
al. 2001; Sotnikova ct al. 2001). These data are consistent
with previous reports about the functional role of D; recep-
tors on the activity of the ncurons (Kreiss et al. 1995;
Lejeune and Millan 1995). Using (+)-7-OH-DPAT, the acti-
vation of the Dj receptors of the nucleus accumbens, ventral
tegmental arca, and substantia nigra pars compacta produced
an inhibition of cell firing (Kreis et al. 1995). In addition,
our findings suggest that this inhibitory effect of D, recep-
tors in the cardiac rate could have caused the negative
chronotropic effect in the isolated guinea pig heart. The neg-
ative chronotropic effect of (+)-7-OH-DPAT was reduced in
the presence of raclopride (D;/D; antagonist) and U-99194A
malcate (D; selective antagonist) at 1 and 10 uM concentra-
tions. However U-99194A maleate clearly reversed the in-
hibitory cffect of (£)-7-OH-DPAT on cardiac rate only at
nanomolar concentrations, whereas raclopride was able to
block the inhibitory effect of (x)-7-OH-DPAT at nanomolar
and micromolar concentrations. However the effect was only
statistically significant at nanomolar concentrations. These
results suggest a dual mechanism of (+)-7-OH-DPAT to in-
duce the inhibitory effect on cardiac rate. One direct mechanism
may be through activation of Dj receptors, since the effect
was induced at nanomolar concentrations of (+)-7-OH-DPAT
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Fig. 8, Effect of D3 and D4 receptor agonists on the Q~T inter-
val of the' ECG. M, control, n = 30; O, PD 168077, n ='12; [,
(£)-7-OH-DPAT, n = 18. Hearts were treated with (+)-7-OH-
DPAT and PD 168 077 at the same concentration (10 pM). Only
(+)-7-OH-DPAT produced a significant prolongation of the Q-T
interval. Data are absolute values and expressed as a mean %
SEM. *¥p < 0.001 with respect to own control.

-

Q-T interval (ms)

PD 168 077 (£)-7-OH-DPAT
10 pM 10 um

Control

and was reversed by a U-99194A mualeate. Another mecha-
nism is probably not mediated by dopamine receptor, since
the inhibitory effect of (+)-7-OH-DPAT on cardiac rate at
micromolar concentrations was not reversed by U-99194A
maleate,

Quinpirole, a Dy-like (D,/D;) agonist receptor, also pro-
duccs a decrease of cardiac rate. However, lhe negative
chronotropic effect induced by quinpirole was not dose-
dependant, and only observed at nanomolar concentrations.
Since the negative chronotropic effect of quinpirole was
blocked by raclopride, this effect is probably mediated by Dy
receptors.

The activation of D, receptor by PD 168 077 also caused
a negative chronotropic effect; however, this effect was mi-
nor compared with (x)-7-OH-DPAT, since significant
changes only appear at 1 UM concentrations. These data sug-
gest that both agonists induce activation of the same receptor
but with different affinity. Also, the negative chronotropic
effect induced by PD 168 077 was blocked by raclopride,
thus supporting the notion that PD 168 077 interacts with D,
receptors. Several studies have demonstrated a selective acti-
vation of the Dj receptor by (x)-7-OH-DPAT (K, = 0.8 nM)
with the similar dose used in the present study (Levesque et
al. 1992, 1996; Schoemaker et al. 1993; Schwartz et al.
1993; Sautel et al. 1995). However, there are few studics
about the sclective activity of the PD 168 077 as D, agonist
(Glase 1997; Clifford and Waddington 2000). For the time
being, in the absence of other more specific D, receptor
agonists, our data suggest that PD 168 077 induces the acti-
vation of the Dy and D, receptors.

A negative inotropic effect was seen predominantly with
PD 168 077, since only higher concentrations of (+)-7-OH-
DPAT were able to decreases the dP/dr,... The ncgative
inotropic effect induced by PD 168 077 was not blocked
with the D, receptor antagonist used, L.-750 and clozapine,
either by raclopride and U-99194A maleate. In any case,
these results nced confirmation with more specific D, selec-
tive antagonists, when they became available.
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Fig. 9. Effect of D, receptor agonist PD 168 077 on adenylyl
cyclase activity in cardiac tissues of guinea pig (O, right atria,
n = 8; @, left ventricle, n = 8). PD 168 077 decreased the
cyclase activity only in left ventricle, in correlation with the neg-
ative inotropic effect induced for the same drug in the isolated
heart, Data were normalized and expressed as a mean x SEM.
*p < 0.01 with respect to own control.
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According to our results, the activation of D, rcceptors
did not cause changes in cAMP levels (Freedman et al.
1994; Tang et al. 1994; MacKenzie et al. 1994; Arctha and
Galloway 1996). Several reports from different cell lines that
expressed D3 receptors suggest that D; receptors may not be
functionally coupled to G protcins (Levesque et al. 1992;
Freedman et al. 1994; Tang ct al. 1994; MacKcenzic ct al.
1994; Shafer and Levant 1998). However, some studies sug-
gest a variety of Ds-initiating signaling cvents, including
stimulation or inhibition of AC activity (Chio et al. 1994a;
Potenza et al. 1994; McAllister et al. 1995). According to
other studies that indicate that the usc of Dg4 receptor agonist
can inhibit cAMP accumulation, PD 168 077 was associated
with a significant decreasc on cAMP content in the left ven-
tricle’ of guinea pig heart (Chio ct al. 1994b; Tang et al.
1994; Missale ct al. 1988). The ncgative inotropic effect of
PD 168 077 could be explained through the direct effect of
D, receptor on cardiac myocytes, which may negatively cou-
ple to AC, accounting for the inhibition on cAMP produc-
tion in our studies.

Besides evaluating cardiac rate, left ventricular pressure,
and dP/dr,,,,, another aim of the present study was to evalu-
ate the action of D; and Dy agonists on the ECG. Conduc-
tion was measured in the auriculo-ventricular (P-R interval)
and in the ventricles (Q-T interval) on the ECG. The activa-
tion of Dj receptors caused a significant prolongation in the
Q-T interval (160 = 12 ms to 230 + 18 ms, p < 0.01) with
no changes in P-R interval. In addition, prolongation of the
Q-~T interval could be related to the prolongation of action
potential duration observed in the left atria of the guinea pig
heart under pacing with 7-OH-DPAT (103 M) (data not
shown). In contrast, no effects were found on P-R or Q-T
intervals with PD 168 077, a D, receptor agonist.

The mechanism(s) by which the activation of Dj receptor
induces a negative chronotropic effect and increases the Q-T
interval is not clear at this time. D;-like receptors are local-
ized on sympathetic nerve cndings in peripheral tissues,
where they can modulate the release of norepinephrine
(Ricci et al. 1994; Missale et al. 1988; Foucart ct al. 1988;
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Felder et al. 1989; Dlewati et al. 1989; Amenta 1997). Also,
studies in isolated human atria appendages using the D,-like
agonists quinpirole and propilnorapomorphine yiclded an in-
hibition of noradrenaline release (Rump et al. 1995; Claire et
al. 1996). The participation of this mechanism in the nega-
tive chronotropic effect induced by (+)-7-OH-DPAT needs
confirmation by another experimental studies.

Conclusions

Our findings demonstrate the anatomic and functional
presence of Dy and Dy receptors in the guinea pig heart. The
D; and D, rcceptors are predominantly found in the right
atria, (£)-7-OH-DPAT, a D; selective agonist, has a signifi-
cant negative chronotropic effect, which is not mediated by
the AC activity but associated with a significant increasc in
ventricular repolarization. PD 168 077, a D, selective ago-
nist, has a moderate negative chronotropic effect without
changes in ventricular repolarization. However, PD 168 077
induced a significant negative inotropic effect, which was as-
sociated with an inhibition of cyclase activity in left ventri-
cle.
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