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RESUMEN

El efecto de la vinpocetina, una droga con potencial antiisquémico, sobre la
liberacion de dopamina (DA) y su principal metabolito el acido dihidroxifenilacético
(DOPAC) se investigaron en las terminales aisladas del estriado de la rata bajo
condiciones de reposo y de despolarizaciéon. La vinpocetina no modifica la
liberacién basal de DA 6 la liberacién exocitética de DA evocada por alto K*, pero
inhibe la liberacion de DA evocada por reversion del transportador de DA (DAT)
inducida por veratridina. Ademas de estos resultados que confirman el bloqueo
selectivo de los canales presinapticos de sodio sensibles a voltaje (CSSV)
previamente reportado (Neurochem. Res., 1999, 24:1585), la vinpocetina
incrementa la liberacion de DOPAC bajo condiciones de reposo ¢ de
'despolarizacién con veratridina 6 alto K*. Este ultimo efecto que no involucra a los
CSSV, fue caracterizado. La determinacion paralela de las concentraciones de
catecolaminas liberadas y retenidas revela que la vinpocetina -incrementa la
liberacion de DOPAC a expensas de la DA interna de manera dependiente de
ddsis en el rango uM bajo. En contraste con la vinpocetina el inhibidor selectivo de
la MAO A, clorgilina, incrementa la concentracién de DA y decrece la formacién de
DOPAC. La accién combinada de vinpocetina y clorgilina no indica, sin embargo,
que la activacion de la MAO sea el mecanismo responsable del incremento en el
DOPAC causado por la vinpocetina. La reserpina aunque mas potente y eficiente
que la vinpocetina ejerce el mismo patrén de cambios sobre las concentraciones
de DA y DOPAC. Se concluye que, ademas de inhibir la permeabilidad de los
CSSV presinapticos, que selectivamente inhiben la liberacion mediada por los
transportadores de neurotransmisores, la vinpocetina incrementa al DOPAC
impidiendo su almacenamiento en las vesiculas sinapticas. Nuestros resultados
indican que mucho del DOPAC formado es exportado al medio extracelular.

La presente tésis incluye una revisién de la literatura relacionada con el
papel de los antagonistas de los canales de Na® como neuroprotectores poniendo

énfasis en la vinpocetina como una droga con potencial anti-isquémico.




ABSTRACT

The effect of vinpocetine, a nootropic drug with anti-ischemic potential, on
the release of DA and its main metabolite, DOPAC, was investigated in isolated
nerve endings under resting and depolarizing conditions. Vinpocetine does not
modify DA baseline release or the exocytotic DA release evoked by high K, but
inhibits the release of DA evoked by veratridine-induced DA transporter reversal. In
addition to these results which confirm the vinpocetine selective blockade of
voltage-sensitive presynaptic Na® channels (VSCC) previously reported
(Neurochem. Res., 1999, 24:1585), vinpocetine increases DOPAC release either
under resting, veratridine or high K* depolarizing conditions. The later effect which
does not involve VSCC, was characterized. The parallel determination of the
released and retained catecholamine concentrations revealed that vinpocetine
increases DOPAC release at the expense of internal DA in a dose-dependent
manner (low uM range). In contrast to vinpocetine the selective MAO-A inhibitor,
clorgyline, increases DA and decreases DOPAC formation. The combined action of
vinpocetine and clorgyline does not indicate, however, that the activation of MAO is
the mechanism responsible for the increase in DOPAC caused by vinpocetine.
Reserpine, although more potent and efficient than vinpocetine, exerts the same
pattern of changes on DA and DOPAC concentrations. It is concluded that in
addition to the inhibition of presynaptic VSCC permeability, which selectively
inhibits the transporter-mediated release of all neurotransmitters, vinpocetine
increases DOPAC by impairing the vesicular storage of DA. Our results indicate
that the cytoplasmic extravesicular DA is metabolized by MAO to DOPAC. Most of
the DOPAC formed is exported to the extracellular medium.

In addition this thesis includes a review of the literature related with the role
of Na* channels antagonists as neuroprotectors with emphasis in vinpocetine as a

drug with anti-ischemic potential.




. INTRODUCCION

La vinpocetina [ (3a,16a)-eburnamenina-14-carboxilico acido-etil ester)] es
un alcaloide derivado de la planta Vinca minor Linne, es el etil-ester sintético de la

apovincamina. Su férmula semidesarrollada se ilustra a continuacién ( Fig. 1).

¢

H2Cl{3

Fig. 1. Estructura quimica de la vinpocetina

Hay evidencia en pacientes y animales experimentales que sugieren que la
droga nootrdpica vinpocetina tiene un potencial protector contra el dafio neuronal
inducido por isquemia (Hadjiev y Yancheva, 1976; King, 1987; Balestreri y col.
1987; Sauer y col. 1988; Rischke y Krieglstein, 1990; Araki y col. 1991b). La

modulacién hacia abajo de los canales de Na® sensibles a voltaje (CSSV) v Ia
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consecuente supresion de las Iya. que se producen en condiciones patolégicas
como la anoxia se ha propuesto como una estrategia efectiva contra el dafio
neuronal inducido por la isquemia cerebral (Urenjak y Obrenovitch, 1996). En
acuerdo con esta hipdtesis la vinpocetina inhibe la elevacién de Na* intracelular
inducida por la activacion de los CSSV y la liberacion de glutamato y aspartato
mediada por la reversion de los transportadores de glutamato y aspartato (Sitges y
Nekrassov, 1999). En la siguiente Fig. (2) adaptada del trabajo de Sitges y
Nekrassov (1999) se muestran los efectos de la vinpocetina a la concentracion de
15 UM sobre el aumento en el Na® interno inducido por veratridina20 uM, asi como

sus efectos sobre la liberacion de los neurotransmisores excitadores inducida por

veratridina.
150
120 307
g n T
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Fig. 2. Efecto de la Vinpocetina sobre la concentracién interna de sodio y sobre la
liberacion de Glu y Asp inducida por activacién de los CSSV.

Esta inhibicion en la permeabilidad al Na* mediada por los CSSV que causa

la vinpocetina, no es extensiva a los canales de calcio presinapticos, pues la
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vinpocetina no inhibe el aumento en el Ca® interno ni la liberacion de Glu y Asp
inducida por K* alto, como se ilustra en la siguiente Fig. (3), que ha sido adaptada

del trabajo de Sitges y Nekrassov (1999).
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Fig. 3. La vinpocetina no inhibe ni el aumento en el Ca* ni la liberacién de los
aminoacidos neurotransmisores excitadores inducidos por alto K*.

Se ha reportado una relacion entre la liberacion de glutamato y aspartato, la
sobreestimulaciéon de los receptores NMDA y el dafo neuronal inducido por
isquemia (Martin y col. 1994; Szatkowski y Attwell, 1994). Sin embargo, en varios
modelos de isquemia experimental ocurre una liberacion masiva del
neurotransmisor DA acompariada por un decremento de DOPAC y HVA (Kawano
y col. 1988; Yao y col. 1988; Slivka y col. 1988; Hillered y col. 1989; Toner y
Stamford, 1999). Estas relaciones entre los niveles de distintos neurotransmisores

y la isquemia se esquematiza a continuacion (Fig. 4).
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lisquemial
masiva de D

Liberacion de Glu —
‘Receptores NMDA mitocondria . ﬂ Liberacién

1 ATP de DOPAC

Fig. 4. Efectos de la isquemia cerebral sobre la liberacién de DA y Giu, sobre la
liberacién de DOPAC y la concentracién de ATP en el estriado.

Es de esperarse que la reduccion en los niveles de ATP causada por
isquemia (Santos y col. 1996) se acompafie de un aumento en el Na* intraceluiar,
pues la falta de ATP inactivaria a la ATP-asa de Na'/K’, que en las terminales
nerviosas estriatales aisladas en reposo estda muy activa. Esta actividad se
manifiesta en una disminucién de la concentracion interna de K* y un aumento en
la concentracion interna de Na* cuando se para dicha ATPasa con el inhibidor de
la misma, ouabaina (datos no publicados del laboratorio). Consistentemente, la
inhibicién directa de la ATP-asa de Na*/K' por ouabaina ha demostrado aumentar
la liberacién de neurotransmisores (Meyer y Cooper, 1981; Fairbrother y col.
1990). Ya que el decremento 6 reversion del gradiente electroquimico de Na*
también dispara la liberacion de DA mediada por el DAT (Raiteri y col. 1978;

Sitgas y col: 1994), asi como de otros transportadores de neurotransmisores (NT-
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t) es razonable postular que la DA liberada por este medio después de la isquemia
cerebral pudiera contribuir al dafio isquémico. Este razonamiento se ilustra

esquematicamente en la Fig. 5.

isquemia

Fig. 5. Liberacién Na* dependiente de DA inducida por isquemia. La reduccién de
ATP causada por la isquemia se espera que aumente al Na* interno por inactivacién de la
ATPasa de Nat/K*. Como un decremento o reversion del gradiente electroquimico de
Nat propicia la liberacion de DA a través del transportador, es muy probable que /a
isquemia aumente la liberacién de DA por este mecanismo.

Es ampliamente documentado que la liberacion de un neurotransmisor esta
compuesta de una fraccién Ca®'-dependiente liberada por exocitosis y una
fraccion Na* dependiente liberada del citosol por reversion de los transportadores
de neurotransmisores. La liberacion de la fraccidn exocitotica puede ser inducida
selectivamente por el K' alto y la liberacion mediada por reversion de los
transportadores de neurotransmisor puede ser inducida por veratridina 6 ouabaina

(Nichoills, 1989; Sitges, 1989; Adam-Vizi, 1992; Sitges y col. 1993; Sitges y Chiu,

1995a; Sitges y Chiu, 1995b), como se esquematiza en la Fig. 6.
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Fig. 6. La activacion de los canales de Ca® induce la exocitosis de los
neurotransmisores y el aumento excesivo en la concentracién interna de Na* induce
la liberacién de neurotransmisores por reversiéon de sus transportadores.

Por tanto es de interés investigar los efectos de la vinpocetina sobre la
liberacion basal y estimulada (con K* alto y con veratridina) de DA y sus efectos
sobre el DOPAC en las terminales nerviosas de estriado.

A continuacién enumeramos de manera puntual los objetivos de la presente

tesis.
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il. OBJETIVOS

L.os objetivos de la presente investigacién fueron:

1). Explorar los efectos de la vinpocetina sobre la liberacion basal de DA y
la liberacion mediada por reversion del DAT, la cual es dependiente de entrada de
Na’ y es inducida experimentalmente por la aplicacién de la VRTD un activador de
canales de Na* .

2). Investigar los efectos de la vinpocetina sobre la liberacion de DA
exocitdtica (dependiente de la entrada de Ca?* a la terminal sinaptica) inducida por
la aplicacion de concentraciones elevadas de un agente despolarizante como KCi
30 mM (K" aito).

3). Como nuestro método experimental nos permite determinar
simultaneamente las concentraciones internas y externas de DA y DOPAC que se
presentan en los sinaptosomas, exploramos el efecto de la vinpocetina sobre las
concentraciones de DA y DOPAC liberado y retenido en los sinaptosomas de
estriado asi como de las concentraciones totales de dichas catecolaminas.

4). El objetivo final de la presente investigacion es proponer a partir de los
datos experimentales hallados, un posible mecanismo por el cual la aplicacion de
vinpocetina a los sinaptosomas eleva la concentracion de DQOPAC en las

terminales sinapticas aisladas del estriado.
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lll. MATERIAL Y METODOS

I1.1. Farmacos y reactivos quimicos empleados

Vinpocetina, ((3ca, 16a)-eburnamenina-14-carboxilico acido-etil ester), Clorgilina (N-
metil-N-propargil-3-(2,4,diclorofenoxi)-propilamina-hidrocloruro), veratridina, VRTD;
acido 1-octanosulfénico y pargilina (N-metil-N-2-propinil-benzilamina-hidrocloruro)

fueron de SIGMA (San Luis Missouri, USA). Reserpina, TTX, y deprenil (R(-)-N-a-

. comprados a Research

dimetiI-N-2-propinil-bencen-hidrocloruroy),‘_‘}',/".:_fg: on

Biochemicals International. La DA radioalcytivé 4-_c;adena-2,5,6[3H]-Dopamina-HCI

(con actividad especifica de 40 Ci/ mmol) éé'obtuvo de New England Nuclear
(Boston, Massachussets, USA). Todos los otros reactivos fueron de grado

analitico.

IIl.2. Preparacion de sinaptosomas de estriado

Los estriados disecados de 4 ratas Wistar machos (250-200 g) fueron
puestos inmediatamente en sacarosa isotdnica fria 0.32 M (1:10 peso/vol). y
homogenizados (6 golpes a 2000 rpm,.0.156 mm de espacio pistilo—vaso). Las
suspenciones resultantes fueron centrifugadas a 1500 x g por 10 min, y los
sobrenadantes obtenidos de esta centrifugacién fueron centrifugados por otros 20
min a 9000 x g, para obtener la fraccién sinaptosomal cruda, P2. La pastilla
resultante conteniendo sinaptosomas striatales fueron resuspendidas en buffer

HEPES (KRH ) oxigenado. La composicién del KRH es en mM: 127NaCl, 1.18
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KH2PO4, 3.73 KCI, 1-CaClz, 1.18 MgSOy, 20 HEPES y 5.6 mM dextrosa, pH 7.4,

burbujeado con una mezcla de O/COa.

I11.3. Experimentos de liberacion de catecolaminas endégenas

Los sinaptosomas de estriado de rata (391 + 21 pug de proteina) que se
resuspendieron en 500 pl de KRH fueron preincubados a 37 °C por § min y
entonces incubados a 37 °C por 10 min bajo las condiciones experimentales a ser
investigadas. La incubacion fue detenida por centrifugacion. LLos sobrenadantes
resultantes de esta centrifugacion (conteniendo la DA y el DOPAC liberados)
fueron transferidos a viales limpios, tratados con una alicuota de una mezcla de
acido perclorico (PCA)EDTA para obtener 0.1M y 0.1mM respectivamente y
almacenados a -40°C para analisis posterior. Las pastillas resultantes fueron
resuspendidas en 500 pl de una solucién de 0.1M PCA/0.1mM EDTA pH 14 y
vigorosamente mezclados en vortex. Estas condiciones drasticas garantizan una
descarga completa de las catecolaminas que estuvieran dentro de los
sinaptosomas. Con objeto de estandarizar las concentraciones de catecolaminas
por mg de proteina sinaptosomal, la suspensiéon mezclada en vortex conteniendo
los sinaptosomas rotos fue centrifugada. Los sobrenadantes resultantes de esta
centrifugaciéon (conteniendo las catecolaminas que estuvieron dentro de cada
muestra de sinaptosomas) fueron guardados a -40 °C para analisis posterior y las
pastillas fueron usadas para la determinacién de proteina por el método de Lowry
después de resuspension en solucion de 1 ml of NaOH 5§ mM. Las muestras

conteniendo catecolaminas fueron inyectadas en el sistema HPLC dentro de la
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semana siguiente después del experimento. Los resultados sé expresaron como
la concentracion en pmol/mg de proteina sinaptosomal de catecolamina (DA o
DOPAC) liberado ¢ retenido dentro de los sinaptosomas. La liberacion de DA
endégena se refiere al balance entre la DA liberada y la DA recapturada de
nuevo en 10 min, la DA total (6 el DOPAC total) se refiere a la suma de la DA ( 6
DOPAC) liberado mas la DA (6 DOPAC) retenido por una alicuota de

sinaptosomas expuestos a una condicién experimental especifica.

l1l.4. Determinacidn de las concentraciones de DAy DOPAC

Veinte ul de las muestras conteniendo catecolaminas en PCA/EDTA fueron
inyectadas directamente en el sistema HPLC de Waters para analisis. El sistema
HPLC consiste de una bomba de suministro (modelo 600), un inyector Rheodyne,
una columna anaiitica (resolve, C18, 150 x 3.9 mm de diametro interno, tamario de
particula de 5 pm, controlado a 30 °C) y un detector electroquimico (modelo
DECADE), con carbén vidriado usado a un voltaje de +0.8V contra un electrodo de
Ag/AgCl de referencia (rango 1 nA). Una fase mdvil compuesta de 50 mM de
acido orto-fosférico / 50mM de buffer acido citrico, pH 3.1 ajustado con KOH,
conteniendo metanol 5% (v/v), acido octanosulfénico 100 mg/t y 20 mg/l EDTA, a
una tasa de flujo de 1 ml/min, fue aplicada para la elucion de las catecolaminas.
Las concentraciones de DA y DOPAC en las muestras experimentales fueron
calculadas con curvas de calibracion obtenidas de la inyeccién de concentraciones

crecientes de mezclas de monoaminas standard en el sistema de HPLC .




11l.5. Experimentos de liberacion de [*H]DA

Los experimentos de liberacién de [°H]DA se efectuaron de acuerdo al
método descrito por Sitges y colaboradores, (1990). Brevemente, § mg de
sinaptosomas estriatales suspendidos en buffer KRH (1mg/ml) se incuban con
[PH}-DA (4 uCi, 0.1 pmol) a 37 °C por 25 min. Alicuotas (600 pl) de los
sinaptosomas precargados con [*H]DA se transfieren a filtros milipore que quedan
sobre camaras multiperforadas. La radioactividad no incorporada en la
preparacion se remueve por perfusion con buffer KRH. Después de ajustar la tasa
de flujo a 0.5ml /min las fracciones fueron colectadas a intervalos de 1 min.
Después de 6 min el buffer KRH (control) 6 el buffer KRH conteniendo 15 uM
vinpocetina es rapidamente substituido por el respectivo medio de perfusién
también conteniendo 20 uM VRTD vy fracciones adicionales de perfusado (min 7-
12) se colectan. La radioactividad liberada en cada fraccion colectada y la
remanente en los filtros al final de la perfusién se cuenta. Los resultados se
expresan como el porcentaje de radioactividad liberada por minuto de
radioactividad total. La radioactividad total iguala la radioactividad liberada durante

los 12 min de perfusion mas el remanente en el filtro al final del experimento.

111.6. Estadistica
La prueba t de Student fue usada para evaluaciones estadisticas. Las

diferencias entre datos de p<0.05 fueron consideradas estadisticamente

significativas.
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IV. RESULTADOS

IV.1. Efectos de la vinpocetina sobre la liberacion de DA endégena y DOPAC

endogeno evocada por veratridina

La vinpocetina no modifica la liberacion basal de DA endégena pero abole
la liberacion de DA evocada por veratridina, es decir la liberacién mediada por la
reversion del DAT. La despolarizacion con veratridina incrementa la liberacion de
DA de 10 + 1 pmol/mg (control) a 122 £ 10 pmol/mg (veratridina). En presencia de
vinpocetina esta liberacién de DA evocada por veratridina cae a 18 £ 1 pmol /mg
(Fig. 7a). En la presencia de TTX un bloqueador selectivo del canal de Na* a una
concentracién 1 uM, la liberacion de DA evocada por veratridina cae a 14 + 2
pmol/mg (datos no mostrados en la Fig. 7a). Ademas de la liberaciéon de DA, el
principal metabolito de la DA, el DOPAC, es liberado a altas concentraciones
mientras que los metabolitos de la DA, el HVA y 3-MT fueron indetectabies. En
sinaptosomas control y tratados con veratridina la liberacion de DOPAC es
comparable, pero en los sinaptosomas control 6_tratados con veratridina también
tratados con vinpocetina se incrementa significativamente (Fig. 7b). La liberacidn
de DOPAC inducida por vinpocetina y la inhibicién de la liberacién inducida por
veratridina son evidentes en los cromatogramas, lo que es ilustrado en las Fig. 7¢
y 7d, que muestran que en los sinaptosomas expuestos a veratridina (Fig. 7c) el
pico de DA es mayor que en sinaptosomas expuestos a veratridina mas
vinpocetina (Fig. 7d) y que el pico de DOPAC se eleva cuando la vinpocetina esta

presente (Fig. 7d).
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Fig. 7. Efecto de la vinpocetina sobre la liberacién de DA y DOPAC en reposo
y en condiciones de despolarizacion con veratridina. Los sinaptosomas de
estriado fueron incubados (37°C) por 10 min en buffer Krebs-H, Krebs con vinpocetina 15
uM (Vinp), Krebs con veratridina 20 uM (Vtrd), 6 Krebs con Vitrd 20 uM y Vinp 15 uM (Vtrd,
Vinp). La incubacion fue detenida por centrifugacion. Los sobrenadantes conteniendo la
DA y el DOPAC liberado fueron preparados para andlisis de HPLC y las pastillas fueron
empleadas para la determinacion de proteina. (a) DA liberada , *p<0.00001 entre Vird y
vitrd + Vinp.(b) DOPAC liberado , *p<0.01 entre el control (CTR) y Vinp y * p<0.02 entre
vtrd y Vitrd + Vinp. Los resultados son la media + ESM. Valores de 22, 6, 10 y §
experimentos independientes para CTR, Vinp, Vtrd, Vird + Vinp respectivamente (c)
cromatograma obtenido de la inyeccion de 20 ul del sobrenadante de una muestra
experimental representativa tratada con Vird y (d) cromatograma obtenido del
sobrenadante de una muestra experimental representativa tratada con Vird + Vinp.
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IV.2. Efecto de la vinpocetina sobre la liberacién de DA endégena y DOPAC

endégeno evocada por K alto

El K* alto (30 mM) eleva la liberacién de DA dos veces sobre su valor de
reposo (de 10 a 35 + 3 pmol/mg) este incremento de la liberacion de DA por K*
aito no es cambiado por vinpocetina 6 TTX (Fig 8a). La liberacion de DOPAC en
sinaptosomas despolarizados con K’ alto s6lo 6 en combinacion con TTX no
cambian pero en sinaptosomas despolarizados con K’ alto mas vinpocetina un

incremento de la liberacién de DOPAC se observa de nuevo (Fig. 8b).
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Fig. 8. Efecto de la vinpocetina sobre la liberacién de DA y DOPAC en
sinaptosomas despolarizados con K* alto. Los sinaptosomas estriatales fueron
incubados por 10 min en : buffer Krebs-H. (CTR), buffer de K" alto 30mM (K30), buffer de
alto K* con vinpocetina 15 uM (K30, Vinp) 6 buffer de alto K* con TTX 1 uM (K30, TTX) (a)
DA liberada, (b) DOPAC liberado, * p<0.03 entre K30 y K30 + Vinp. Los resultados son
expresados como la media + ESM de los valores de 22, 9, 7, y 5 experimentos
independientes para el CTR, K30, K30 + Vinp, K30 + TTX respectivamente.
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IV.3. Efecto de la vinpocetina sobre la distribucion de DA Y DOPAC dentro y
fuera de las terminales aisladas del estriado

El efecto de la vinpocetina sobre las concentraciones de DA y DOPAC
dentro de los sinaptosomas se midieron en paralelo con las catecolaminas
liberadas. La vinpocetina a concentraciones crecientes (1.5, 5, 15, 50 pM) decrecié
progresivamente la DA interna e incremento la liberacién de DOPAC pero no
cambié la liberacion basal de DA & la concentracion de DOPAC interno
significativamente (Fig. 9a, 9b). La comparacién de la DA total y el DOPAC total en
los sinaptosomas expuestos a la vinpocetina en désis crecientes muestra una
relacion dosis-respuesta entre la pérdida de DA y la formacién de DOPAC (Fig.
9¢). Los valores de DA total mas DOPAC total no son cambiados

significativamente por vinpocetina en ninguna concentracion probada. (Fig. 9d).
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Fig. 9. El efecto progresivo de concentraciones crecientes de vinpocetina
sobre el metabolismo de DA. Los resultados son la media + ESM de los valores de
22, 3, 3, 6, y 7 experimentos independientes para 0 (control), 1.5, 5, 15, 50 uM de
vinpocetina respectivamente. *P<0.05. (a) concentracion de DA interna (e) y externa (o)
en las terminales nerviosas aisladas del estriado.

(b) concentracion de DOPAC dentro (s) y fuera (o) de las terminales nerviosas aisladas
del estriado. (c) DOPAC interno mas externo (4) y DA interna mas liberada ( 4). (d) suma
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IV.4. Efectos simples y combinados de la vinpocetina y la clorgilina sobre la
distribuciéon de DA y DOPAC dentro y fuera de los sinaptosomas del estriado

La MAO A es |la enzima responsable de la generacién de DOPAC (Shih y
col. 1999). El inhibidor selectivo de la MAO A, clorgilina fue probada a una baja
concentracion (0.1 uM) en su capacidad para inhibir el metabolismo de la DA en
sinaptosomas de estriado. La clorgilina incrementa la DA, particularmente dentro
de los sinaptosomas (100 pmol DA/mg en 10 min) y causa un modesto pero
significativo incremento de la liberacion basal de‘DA. Este incremento en ia DA es

acompaﬁadq,pgq u'n‘:dgcremento del DOPAC liberado y el DOPAC dentro de los

ksink‘aptqsoma Tabla /1,‘ fila 2). Estos éfectos resultan en un pronunciado
' yotal y un pronuncnado decremento en el DOPAC total (Tabla

raste a la clorgtllna Ia vunpocetlna decrece la DA interna, y en

gtados con vinpocetina mas clorgilina sus efectos son cancelados

’olfu'r'hhé 1). La vinpocetina incrementa la liberacion de DOPAC pero es

-,f:ry..ii"icapéfzf _de revertir el decremento en la liberacion de DOPAC inducida por
: 5 t:ylovr»giliha (Tabla 1, columna 2, primeros 4 valores). La vinpocetina tampoco cambia
el decremento en DOPAC interno causado por clorgilina (Tabla 1, columna 3,

prlmeros 4 valores)

La vm tlna.’ no cambia la liberacién basal de DA y la clorgilina sélo

mcrementa ia “Iiberacién basal de DA moderadamente, sin embargo, en

smaptosomas tratados con ambas drogas simultdneamente |a liberacién de DA

lnduccda por cIorglllna es facilitada (Tabla 1, columna 4, primeros 4 valores).




IV.5. Efectos simples y combinados de la reserpina y la clorgilina sobre la

distribucion de DA y DOPAC dentro y fuera de los sinaptosomas de estriado

Puesto que es ampliamente documentado que la reserpina induce un
incremento en la formacion de DOPAC, el efecto de la reserpina sélo ¢ en
combinacion con clorgilina, fue probado. La reserpina 1 yuM marcadamente
decrece la DA interna, mas aun decrece la liberacion basal de DA e incrementa la
liberacion de DOPAC sin cambiar el DOPAC interno significativamente (Tabla 1,
fila 5). Como en el caso de la vinpocetina estos efectos resultan en un
pronunciado decremento en la DA total y un pronunciado incremento en el DOPAC
total (Tabla 2, fila 5). LLa reserpina no cambia la concentracion de DA total mas
DOPAC total.

El decremento de la DA interna inducido por reserpina y el incremento en la
DA interna inducido por clorgilina se cancelan uno al otro en sinaptosomas
tratados con ambas drogas (Tabla 1, columna 1). También de manera similar a la
vinpocetina, la reserpina incrementa la liberacion de DOPAC, no cambia el
DOPAC interno de manera significativa y es incapaz de revertir el decremento én
ambos la liberacion de DOPAC y DOPAC interno inducido por clorgilina (Tabla 1,
columnas 2 y 3).

Interesantemente, la moderada facilitacion causada por la vinpocetina sobre
la liberacion de DA inducida por clorgilina, resulta en una dramatica potenciacion
en el caso de la reserpina. Los 17 + 2 pmol/mg de DA liberada en los

sinaptosomas tratados con clorgilina se incrementan a 112 + 3 pmol/mg cuando 1




UM de reserpina esta presente y sélo a 35 + 8 pmol/mg cuando vinpocetina esta

también presente (Tabla 1, columna 4).

Tabla 1. Efectos simples y combinados de clorgilina y vinpocetina
(6 reserpina) sobre las concentraciones de DA y DOPAC liberado
y retenido en los sinaptosomas de estriado.

n Condiciones DA DOPAC DOPAC [DA
Experimentales |interna Liberado [iInterno |liberada
21 [Contro! 267 +18 264 +9 83 +6 10 = 1
5 Clorg 367 +30* (200 14* |15+ 3" 17 £ 2*
7 Vinp 113 £17* (379 +43* |70+ 6 9+2
4 Vinp + clorg 272 + 25 220 + 14* |12+ 5" 35+ 8"
4 Reserp 51 + 3* 375+ 11* (945 3£1*
4 Reserp +clorg |268 +3 208 + 9* 3+1* (112 3"

Las concentraciones de DA y DOPAC estan en pmol/mg. Clorg, clorgilina 0.1 uM,

Vinp, vinpocetina 15 uM, reserp, reserpina 1 uM. Los resultados son la media + ESM del
numero indicado (n) de experimentos independientes.
*p<0.05, entre sinaptosomas conlrol y tratados con drogas.

Tabla 2. Acciones simples y combinadas de clorgilina y
vinpocetina (6 reserpina) sobre las concentraciones de totales de
DA y DOPAC.

n Condiciones DA total DOPAC total
experimentales

21 control 277 = 18 349 + 13

5 clorg 384 + 30* 215 +17*

7 vinp 122 + 16* 449 + 45*

4. vinp + clorg 308 + 27 232 + 16"
‘14 reserp 53 + 2* 469 + 13*
|4 reserp + clorg {380 + 5* 211 £ 9*

“+'L as concentraciones de DA y DOPAC estan en pmol/mg.

Clorg, clorgilina 0.1 uM,

Vinp, vinpocetina 15 uM, reserp, reserpina 1 uM. Los resultados son la media #+ ESM del

numero indicado (n) de experimentos independientes.

*p<0.05, entre sinaptosomas control y tratados con drogas.
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IV.6. Efecto de la vinpocetina sobre la liberaciéon basal de [PH]DA y I-a
liberacion de [*H]DA inducida por veratridina

Los efectos simples y combinados de la vinpocetina (15 uM) y veratridina
(20 pM) fueron probados sobre la liberacion de [*H]JDA en sinaptosomas de
estriado perfundidos con buffer conteniendo 100 uM de pargiiina, aunque la
vinpocetina eleva la liberacién basal de [*H]DA, disminuye la subsecuente

liberacién de [PH]DA evocada por veratridina 20 uM (Fig. 10).

—O0— CTR
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Fig. 10. Efectos simples y combinados de vinpocetina y veratridina sobre la
liberacion de [PH]DA. Los sinaptosomas de estriado precargados con FH]DA fueron
perfundidos con buffer Krebs en ausencia (°} 6 en presencia de vinpocetina 15 uM (Vinp)
(#) las fracciones de perfusado fueron colectadas a intervalos de 1 min. Donde se indica
(flecha) el respectivo medio de perfusién también contiene veratridina 20 uM (Vird)
Después de este tratamiento, se colectaron fracciones adicionales de perfusados. Todos

estos medios de perfusion contienen pargilina 100 uM. Los resultados son la media +
ESM de los valores de 4 experimentos independientes.
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V. DISCUSION

En el presente estudio, el efecto de la vi‘npocetina sobre la liberacién de DA
y su metabolito el DOPAC fue investigado en terminales nerviosas aisladas de
estriado en reposo y en condiciones de despolarizacién. Aqui hemos demostrado
que la vinpocetina"ylihﬁ.i'belmarcadamente la liberacion de DA enddégena mediada
por el DAT (Fig. 7a) y de la [°*H]DA premarcada (Fig. 10, min 7-12) disparada por
el incremento en la permeabilidad de los canales de Na® inducida por la
veratridina, mientras que la vinpocetina no influencia la liberacién exocitética de
DA evocada por despolarizaciéon con K alto, que no involucra CSSV (Fig. 8a).
Estos resultados son consistentes con descubrimientos previos (Sitges vy
Nekrassov, 1999) de que la vinpocetina inhibe el aumento en la concentracion
interna de Na® inducido por veratridina (Fig. 2) pero no influencia el aumento en la
concentracién interna de Ca?" inducido por K* alto (Fig. 3) en sinaptosomas de
estriado, y confirman la conclusidon de que la vinpocetina bloquea los CSSV
presinapticos pero no bloquea los canales presinapticos de Ca®".

La presente investigacion muestra ademe:as gue la vinpocetina, a las mismas
concentraciones capaces de bloguear a los CSSV de las terminales nerviosas de
estriado, incrementa ia formaciéon de DOPAC (Fig. 9c¢). Sin embargo el bloqueo de

-los CSSV es improbable que esté asociado con el mecanismo responsable para la
fofma‘;fién de DOPAC inducido por vinpocetina, ya que ésta incrementa la
libéiraci;’:n de DOPAC independientemente del estado de los CSSV. En otras

palabras, el aumento en la concentracion de DOPAC se observa tanto en




sinaptosomas en estado de reposo como en sinaptosomas despolarizados con
veratridina (Fig. 7b), asi como en sinaptosomas despolarizados con K* alto 6 (Fig.
8b). Otro resultado que confirma la conclusién de que los efectos de la vinpocetina
sobre el DOPAC no se relacionan con sus efectos sobre los CSSV es que aunque
la vinpocetina y el blogueador de CSSV, TTX, ambos inhiben [a liberacion de DA
inducida por veratridina y no madifican la liberacion de DA inducida por K* alto,
s6lo la vinpocetina es capaz de incrementar la liberacién de DOPAC (Fig. 8).
Como una primera aproximacion para entender el origen del DOPAC liberado por
vinpocetina, las concentraciones de catecolaminas internas se midieron. De los
experimentos fue claro que la vinpocetina incrementa la liberacibn de DOPAC
decreciendo la DA interna de manera dependiente de la désis (Fig. 9). En
contraste el IMAO clorgilina incrementa la DA total y decrece el DOPAC total
(Tabla 2). Sin embargo es improbable que la vinpocetina incremente la actividad
de la MAO A ya que la vinpocetina no cambia la inhibicion de la formacion de
DOPAC causada por clorgilina (Tabla 2). Debido a que la DA extravesicular es el
substrato de la MAO, los compuestos capaces de elevar la DA en el
compartimento extravesicular se espera que incrementen la formacion de DOPAC.
En acuerdo con esto, la liberacién de DA de sus sitios de almacenaje al citosol
inducida por reserpina (Peter y col. 1994) incrementa la formacion de DOPAC muy
eficientemente (Tabla 2). Como en el caso de la reserpina, la vinpocetina
incrementa la liberacion de DOPAC (Tabla 1, columna 2), decrece la
concentracion interna de DA (Tabla 1, columna 1) y pierde esta capacidad cuando
la MAO A es inhibida por clorgilina. Estos datos sugieren que la vinpocetina

incrementa al DOPAC mediante un mecanismo semejante a la reserpina. En otras
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palabras, la similitud de cambios inducidos por vinpocetina y reserpina junto con la
similitud estructural entre las 2 drogas sugiere fuertemente que la vinpocetina y la
reserpina aumentan la concentracion de DOPAC incrementando la disponibilidad
de la DA citoplasmatica extravesicular, que es precisamente el substrato
metabolizado por la MAO a DOPAC, ya que la DA almacenada en las vesiculas
esta protegida del ataque de la MAO.

Un punto interesante que emerge del presente estudio es que la liberacion
basal de DA depende de la concentracion de DA en el compartimento
extravesicular del citoplasma. Por ejemplo, la clorgilina que dafia la degradacion
de la DA extravesicular del citoplasma incrementa su liberacion basal, y cuando la
DA extravesicular del citoplasma es aumentada substancialmente por tratamiento
simultaneo con reserpina (que trasloca la DA vesicular al citosol) (Peter y col.
1994) o por inhibicion del metabolismo citosélico de la DA con clorgilina, se
incrementa marcadamente la liberacién basal de DA. Esta dramatica potenciacion
causada por reserpina es también inducida por la vinpocetina. Sin embargo, en
comparacion con la reserpina, la vinpocetina solo causa una moderada facilitacion
de la liberacion de DA inducida por clorgilina (Tabla 1, columna 4). Esta diferencia
cuantitativa es improbable que sea debida a la concentraciéon de vinpocetina, ya
que para probar los efectos simples y combinados de la vinpocetina y la clorgilina,
la vinpocetina fue aplicada a una concentracion (15 pyM) que ya induce el efectos
maximo sobre los niveles de DOPAC (Fig. 9c). Si estas diferencias cuantitativas
entre la vinpocetina y la reserpina se deben a la porcién de la molécula de
reserpina ausente en la molécula de vinpocetina es desconocido. La inhibicion por

reserpina del almacenaje de la DA ha sido reportado que es practicamente
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dirigidos a’brqbar el efecto de drogas sobre la liberacién de DA en sinaptosomas
de estriado s‘ye"vsvig'ue.Ivai‘liberacién de DA radioactiva precargada a la preparacion,

que se perfunde co"n buffers que contienen el IMAO pargilina a una alta

. concentracnon'f(100 pM) La pargilina se emplea para impedir que la DA radioactiva

se metabollce eI‘ marcaje se encuentre en los metabolitos del neurotransmisor.
Los expe imen osv con [*H]DA precargada reportados aqui confirman el blogueo de
: Ios‘CSSV por vinpocetina como es evidenciado por la reduccidn marcada de la
liberacion de [PH]DA evocada por veratridina (Fig.j’ 10, min 7-12). En estos
experimentos el tritio liberado debe ser DA marcada (y no DOPAC marcado), ya
que el metabolismo de [*H]DA es inhibido por pargilina. Es interesante notar que la

vinpocetina que no influencia la liberacién basal de DA enddgena (Fig. 7a y Tabla

1, columna 4, .fllas‘1 y 3) incrementa la liberacién basal de [*H]DA (Fig. 10, min 1-

6). Esta controver51a aparente es explicada por la inhibicion del almacenaje de

B ;H]DA "o vmpocetlna en condiciones en las que el metabolismo de [PH]DA es

7"1,‘|nh|b|d :por parrgllma. En otras palabras, en los sinaptosomas expuestos a

,_pa g_ ma y vinpocetina toda la [PH]DA debe estar localizada en el compartimanto
extravesncular ya que el metabolismo de [*H]DA es inhibido por pargilina y la
“vinpocetina inhibe el almacenaje de [*H]DA, lo que explica el aumento en Ia

liberacién basal de la DA radioactiva en presencia de vinpocetina y apoya la
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- conclusién de que la liberacién basal de DA depende de la concentracion de DA
en el compartimento extravesicular del citoplasma. Aunque en los sinaptosomas
control también hay pargilina, que evita la degradacion de la [PH]DA, la ausencia
de la vinpocetina en los sinaptosomas control hace que la concentracion
citoplasmatica extravesicular de [°’H]DA se reduzca por el almacenaje parcial de
[*H]DA precargada dentro de las vesiculas sinapticas, en comparacion con los
sinaptosomas tratados con vinpocetina (que impide el almacenaje de [PH]DA) y
pargilina. Este resultado también indica que la facilitacion producida por
vinpocetina sobre la liberacion de DA endégena inducida por clorgilina puede ser
extendida a otros IMAQO's, como la pargilina.

En resumen, la inhibicién de la liberacion de neurotransmisor disparada por
el aumento de la permeabilidad de los CSSV presinapticos es probable que
contribuyan a la capacidad neuroprotectora de ia vinpocetina en el SNC, ya que Ia
inhibicion de la liberacion de DA evocada por veratridina, mostrada aqui, se
extiende a los neurotransmisores aminoacidos excitatorios (Sitges y Nekrassov,
1999) que estan 1000 veces mas concentrados que la DA en las terminales
aisladas del estriado (Sitges y col. 2000). No sabemos si el efecto de la
vinpocetina sobre el almacenaje vesicular de DA que incrementa la concentracion
de DOPAC exportado a la sinapsis también contribuye a la capacidad
neuroprotectora de la vinpocetina en la isquemia, una de las principales causas de
dario neuronal. Sin embargo es interesante que la liberacién de DOPAC es
dependiente de ATP (Miyamoto y col. 1991) y que la reduccion de los niveles de

ATP por isquemia particularmente reduce ia liberacién de los metabolitos de la DA
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incluyendo el DOPAC (Slivka y col. 1988; Hillered y col. 1989; Phebus y col. 1995;
Toner y Stamford, 1999) contrariamente a lo que hace la vinpocetina.

En conclusion:

1. La capacidad de la vinpocetina de reducir la permeabilidad al Na* mediante la
inhibicion de los CSSV presinapticos, con la consecuente inhibicion de la
liberacion de DA de las terminales nerviosas de estriado que ocurre en
condiciones patolégicas por la reversion del funcionamiento del DAT, debe
contribuir importantemente a los efectos neuroprotectores de la vinpocetina (Fig.
11). Sin embargo es importante recordar que dicho efecto que se demuestra en la
presente tesis por la inhibicidn que causa la vinpocetina sobre la liberacion de DA
inducida por veratridina y su incapacidad de inhibir la exocitosis de DA inducida
por alto K*, es extensivo a los aminoacidos excitatorios como se demostrd

anteriormente.

Vinpocetina

Fig. 11. La vinpocetina inhibe selectivamente la liberacién de DA mediada por el

DAT.
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2. La vinpocetina incrementa los niveles de DOPAC en las terminales de estriado
aisladas de manera dependiente de concentracion a costa de la disminucidn de la

DA interna.

3. Lavinpocetina parece ejercer este efecto haciendo mas disponible a la DA para
la degradacion por la MAO. Los efectos de la vinpocetina se asemejan mucho al
de la reserpina que es un inhibidor del transporte de la DA a las vesiculas
sinapticas sugiriendo que la vinpocetina de manera similar a la reserpina inhibe el

transporte de la DA a las vesiculas sinapticas .

4. La vinpocetina y la reserpina potencian la liberacién de DA en las terminales en
la presencia de los IMAO clorgilina y pargilina. Aunque la reserpina es mas
eficiente y potente que la vinpocetina para potenciar la liberacicn de DA en
presencia de clorgilina. En el siguiente esquema resumo graficamente Ila
interpretacion de los efectos de la vinpocetina (y la reserpina) sobre la distribucion

de las catecolaminas estudiadas en el presente trabajo (Fig. 12).
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Fig. 12. Interpretacién de los efectos simples y combinados de la
vinpocetina y la clorgilina sobre las distribuciones internas y externas de la
DA y el DOPAC. Los resultados de los efectos simples y combinados de la vinpocetina y
la clorgilina que se presentaron en la Tabla 1 se ilustran en las barras dentro de la Fig. 11.

Las gréfica de barras que sigue a la Fig. 11 ilustra los efectos simples y combinados de la
reserpina, para su comparacion.
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VI. PERSPECTIVAS.

Con base en los hallazgos de la tesis, y con objeto de profundizar en los
mecanismos de neuroproteccion de la vinpocetina, la presente investigacion

pudiera orientarse en las direcciones siguientes:

1) Profundizar, respecto a las propiedades farmacoldgicas de la
vinpocetina en relacion a su capacidad de bloquear al canal de Na*. Por ejemplo,
seria de interés investigar el mecanismo mediante el cual la vinpocetina reduce la
permeabilidad al Na* mediada por la activacién del CSSV. A este respecto
podriamos mencionar que es improbable que la vinpocetina inhiba Ia
permeabilidad al Na* uniéndose directamente a la regién del poro externo (sitio 1)
del canal, como lo hace la TTX, ya que los presentes hallazgos indican que la
vinpocetina actua a nivel del VMAT, y esto sugiere que la vinpocetina es capaz de
introducirse a la terminal nerviosa. Por consiguiente es mas probable que la
vinpocetina se una al canal por su parte interna. No obstante no podemos
descartar la posibilidad de que la vinpocetina se una a alguna regién hidrofébica
membranal, compita con la veratridina por el mismo sitio, 6 se una a otra region
del canal de Na®. Como un abordaje inicial para explorar una posible accién
directa de la vinpocetina con los diferentes sitios del CSSV se podrian realizar
estudios de "binding” de marcadores radioactivos de los diferentes sitios del canal,
como por ejemplo TTX, batracotoxina, anestésicos locales, toxinas de sodio de

escorpidn, etc. (seccién 1.2.c en la pagina 68 y Fig. 18 en la pagina 70).
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2) Los presentes resultados sugieren que la vinpocetina incrementa la
concentracion de DOPAC en las terminales estriatales inhibiendo el transporte
vesicular de DA. Por consiguiente seria de interés probar directamente esta
hipétesis. Un posible abordaje para abordar directamente [a hipotesis de que la
vinpocetina inhibe la captura de DA a las vesiculas sinapticas podria consistir en
permeabilizar a las terminales nerviosas aisladas del estriado (que son ricas en
terminales dopaminérgicas), con toxinas del tipo de la estreptolisina. La
estreptolisina es una toxina de la bacteria Streptococcus pyogenes que
permeabiliza la membrana de los sinaptosomas pero no la membrana de las
vesiculas sinapticas, ya que dichas vesiculas no presentan receptores para la
estreptolisina. En otras palabras, la determinacion del transporte de 3[H]DA a
sinaptosomas tratados con estreptolisina, podria utilizarse como una estrategia
alternativa para medir el transporte de *[H]DA a las vesiculas sinapticas sin la
interferencia del transporte de 3[H]JDA mediado por el DAT a través de la
membrana plasmatica 6 de interacciones de la 3[H]DA con autoreceptores
dopaminérgicos D2 localizados en la membrana plasmatica de las terminales
nerviosas dopaminérgicas aisladas del estriado . Otra posible alternativa podria
consistir en estudiar los efectos de la vinpocetina sobre la captura de *[H]DA a
vesiculas sinapticas aisladas de sinaptosomas del estriado. Sin embargo esta
estrategia tiene el inconveniente de que requeriria demostrar que la preparacion
de vesiculas sinapticas aisladas no tiene otros contaminantes que pudieran unir
3[H]DA inespecificamente, tales como fragmentos de membrana plasmatica, lo

que resulta muy dificil y mas laborioso.
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3) Oftra direcciéon que podria seguirse consistiria en profundizar respecto a
qué contribucién tiene la capacidad de la vinpocetina para inhibir a la
fosfodiesterasa 1B1 en la neuroproteccion, ya que la inhibicién de dicha enzima
incrementaria los niveles de GMPc intracelulares.

Una de las repercusiones del incremento en los niveles de GMPc
intraneuronales es la activacion de la proteina cinasa dependiente de GMPc
(PKG), que participa en vias de sefalizacion intracelulares que estimulan la
sobrevivencia neuronal. En esta linea también se podria estudiar si la vinpocetina
potencia el aumento de GMPc inducido por NO, ya que el NO activa a la enzima
guanilato ciclasa que forma GMPc y la vinpocetina se esperaria que aumentara al

GMPc al inhibir su degradacidn por la fosfodiesterasa 1B1.

4) Oftra direccidon que podria seguirse consistiria en investigar si la
vinpocetina detiene la caida en los niveles de ATP que inducen agentes que

causan dafio neuronal.
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APENDICE 1
NEUROTRANSMISION

1.1. Exocitosis de Neurotransmisores

La participacion del Ca?" en los procesos de secrecion, se conoce desde
hace mucho tiempo. Uno de estos procesos de secrecién incluye la exocitosis de
los neurotransmisores desde las terminales nerviosas presinapticas. En este caso
el papel del Ca®** no sélo esta bien documentado sino que ha dado lugar a la
llamada hipotesis del Ca2?*, que actualmente ha sido enriquecida tras el
.descubrimiento de una serie de proteinas de las vesiculas sinapticas que juegan
papeles especificos en el proceso de fusion vesicular que culmina en la exocitosis

de los neurotransmisores.

1.1.a. Hipotesis del Ca®*

La hipétesis del Ca**, introducida por Katz en 1969, propone que cuando el
potencial de accion invade la terminal nerviosa presinaptica, la despolarizacién
que genera abre los canales de Ca?* sensibles a voltaje que estan inmersos en la
membrana presinaptica. EI Ca?* entra en la terminal a favor de su gradiente
electroquimico y el aumento transitorio en la concentracion de Ca?* interno dispara
la exocitosis del neurotransmisor (Matthews, 1996; Jahn y Sudhof, 1994).

Los canales de Ca®* que activan la liberacion de neurotransmisores estan
en sitios cercanos a donde se localizan las vesiculas sinapticas. Las vesiculas
sinapticas son organelos celulares contenidos en las terminales presinapticas de

las neuronas, cuya funcién es almacenar a los neurotransmisores en altas
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concentraciones para protegerlos de su degradacién y prepararlos para su
liberacion durante la exocitosis. La liberacion del neurotransmisor es cuantica, es
decir, en paquetes, cada cuanto de neurotransmisor provoca al ser liberado un
potencial sinaptico unitario. Los cuantos son liberados de las terminales mediante
las vesiculas sinapticas. Las vesiculas sinapticas no estan distribuidas de manera
aleatoria en la terminal presinaptica sino agrupadas en regiones donde la
membrana presinaptica es mas densa a los electrones. Esta regién es llamada
zona activa y las vesiculas sinapticas en esta zona se liberan de manera
independiente una de otra. La entrada de Ca®" es requerida para la movilizacion.y

la fusidon de las vesiculas en la zona activa (Kandell, 1994).

1.1.b.- Hipotesis SNARE (sinaptic vesicle associated release) de la fusién
vesicular.

Los neurotransmisores almacenados en las vesiculas sinapticas son
liberados al espacio sinaptico por el proceso de exocitosis que involucra la fusién
de la vesiculas sinapticas con la membrana plasmatica de la terminal presinaptica.
Las vesiculas sinapticas tienen un dia’metro.aproximado de 50 nm y su
composicién proteica ha sido determinada (Sudhof, 1995; De Camilli y Takei,
1996). Entre las proteinas de las vesiculas sinapticas algunas estan involucradas
en la captura de neurotransmisores y otras son determinantes en la fusion,
gemacién y descarga del neurotransmisor. Las funciones de las proteinas de las
vesiculas sinapticas se han elucidado con ayuda de la toxina de Clostridium

botulinum, proteasa que corta algunas de las proteinas determinantes en la fusién
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de las vesiculas, y del anadlisis de células de mutantes de proteinas de vesiculas
sinapticas (Ashton y Dolly, 1988; Niemann y col. 1994).

Entre las principales proteinas de las vesiculas sinapticas involucradas en
la exocitosis de los neurotransmisores se encuentran: la sinaptofisina, Ila
sinaptobrevina, la sinapsina, la sintaxina, la sinaptotagmina y el SNAP-25 (Jahn y
Sudhof, 1994; Calakos y Scheller, 1996; Geppert y Sudhof, 1998).

La sinaptofisina juega un papel importante en la exocitosis de los
neurotransmisores, la sinaptobrevina participa en la fusién vesicular, la descarga y
la fusién con la membrana celular. En el proceso de fusién vesicular las proteinas
especificas de las vesiculas sinapticas interactuan entre si para formar el complejo
de fusion vesicular que libera al neurotransmisor. Por ejemplo, la sinaptofisina
enlaza a la sinaptobrevina con alta afinidad durante la fusion vesicular (Edelmann
y col. 1995). Las sinapsinas son proteinas que son abundantes en las vesiculas
sinapticas y regulan la liberacién de neurotransmisor interaccionando en su estado
fosforilado con elementos del citoesqueleto (Edelmann y col. 1995). La sintaxina y
SNAP-25 son dos proteinas de las vesiculas sinapticas que estan involucradas en
la exocitosis de las vesiculas sinapticas y junto con la sinaptobrevina forman el
complejo proteico de exocitosis vesicular, conocido como SNARE, que recluta los
factores citosdlicos tales como el factor proteico sensible a la N-etilmaleimida
(NSF) que juega un papel importante en el trafico membranal (Hanson y col.
1997).

En la terminal sinaptica no estimulada existe una fracciéon de vesiculas
sinapticas cargada con neurotransmisor en las cercanias de las zonas activas de

la membrana presinaptica preparadas para la exocitosis. La despolarizacién por
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un potencial de accién estimula la entrada de Ca?" que inicia el proceso
exocitético. Las vesiculas sinapticas empleadas en la exocitosis una vez que
descargan su neurotransmisor al medio externo son reemplazadas por vesiculas
de reserva y las membranas de las vesiculas sinapticas que se fusionaron a la
membrana presinaptica son recapturadas por endocitosis (Bauerfeind y col. 1996)

Los neurotransmisores se encuentran en altas concentraciones (de hasta
100 mM) dentro de las vesiculas de exocitosis (Trimble y col. 1991). La exocitosis
de neurotransmisores depende de Ca?* libre. La teoria que explica la exocitosis
neuronal se llama la hipétesis SNARE. De acuerdo con esta teoria todas las
vesiculas sinapticas se generan en el reticulo endoplasmatico y portan una seial
v-SNARE que interacciona con el blanco t-SNARE. En esta teoria 8 proteinas
regulan la exocitosis: v-SNARE: sinaptobrevina y t-SNARE: proteina asociada a
sinaptosomas (SNAP-25), sintaxina 1, NSF, a-SNAP, B-SNAP, y-SNAP, canal de
Ca®* asociado a la sintaxina y sinaptotagmina (proteina integral de membrana)
(Sollner y col. 1993; Jahn y Sudhof, 1994; Calakos y Scheller, 1996; Geppert y
Sudhof, 1998) (Fig.13a).

El ciclo celular de las vesiculas sinapticas, de llenado de neurotransmisor,
translocacidn al sitio activo, descarga, fusién, liberacion de neurotransmisor y
endocitosis en vesiculas de clatrina asi como su reciclamiento directo e indirecto
son esquematizadas con objeto de mostrar la complejidad de dicho ciclo. (Tomado
de Sudhof, 1999). En el ciclo vesicular, la via de las vesiculas sinapticas en la
terminal se divide en varias fases. 1) las vesiculas sinapticas vacias toman

neurotransmisor por transporte activo en su lumen, usando el gradiente
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-electroquimico . formado por una -bomba~de H sicular, 2) Las vesiculas

)

sinapticas son translocadas a la zdnév':acgp\)a;—~3 rlasy;ve-‘smﬁt_"l’i‘as sinapticas se unen a
la zona activa de la membrana presina";‘)’tic‘t:a; rperov no a otros componentes (fase de
descarga), 4) la vesiculas sindpticas son activadas para fusidn y preparadas para
responder a la sefal de Ca® rapidamente en forma posterior. La activacion es un
proceso complejo de varios pasos y componentes que puede ser subdividida. 5) E)
influjo de Ca®* a través de los canales de Ca®" dispara la liberacion del
neurotransmisor en menos de 1 mseg, el Ca estimula el término de Ia reaccidon

de fusidn parcial iniciada durante el cebamiento, 6). Las vesiculas sindpticas son

on:clatrina y proteinas asociadas en preparacion para la endocitosis, el

rticipar también en la endocitosis, 7) las vesiculas sinapticas vacias

: se liberan:de;su cubierta de clatrina y se acidifican via una bomba de H" y se

“retranslocan a la region trasera de |a terminal nerviosa, 8) las vesiculas sinapticas
.. se’ fusionan ‘con endosomas tempranos donde forman un compartimiento de

. direccionamiento intermedio para eliminar proteinas viejas y mal direccionadas de

- " las vesiculas sinapticas, 9) las vesiculas sinapticas son frescamente generadas

‘por gemacién de los endosomas, algunas vesiculas sindpticas se reciclan via
endosomas. Es probable que el intermediario endosomal no es obligatorio para el
reciclado y que las vesiculas sinapticas pueden ir directamente del paso de

acidifica'kc’ic‘jh’al paso de captura de neurotransmisor (Fig. 13b).
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Fig. 13. Proteinas de las vesiculas sindpticas y su reciclamiento. (a).. Proteinas de las
vesiculas sindpticas que participan en el tréfico y la exocitosis de los neurotransmisores.

(b) Ciclo vesicular.
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La hipotesis SNARE explica como las vesiculas sinapticas liberan
neurotransmisor en sitios especificos de la membrana y necesitan activarse para
hacerse competentes en exocitosis. Se ha propuesto que la proteina sinexina,
pudiera participar en la exocitosis ya que es una proteina que enlaza Ca® y
fosfolipidos y ademas estimula la exocitosis del neurotransmisor (Nagatsu y
Stjarne, 1998). Se han hecho estudios de los mecanismos de exocitosis en
diferentes especies y estos parecen ser similares desde las levaduras hasta los
organismos superiores (Bennett y Scheller, 1993).

Como se menciona previamente, la descarga de las vesiculas sinapticas
ocurre después de la fusion de la vesicula sinaptica a la membrana plasmatica. La
fusién lleva a la formacion de un canal en el punto de contacto, el poro de fusion,
que tiene elevada conductancia (230 pS), similar a la conductancia de los
conexones elementos de las uniones estrechas de las células. El poro de fusion
consiste de 2 mitades, una esta en la vesicula sinaptica y otro en la membrana
presinaptica, los cuales se unen durante la descarga de la vesicula. Hay 2
proteinas asociadas con las vesiculas sinapticas que pueden servir como
proteinas formadoras del poro de fusién. La sinaptofisina que puede funcionar
como canal y la sinaptotagmina que atraviesa la membrana plasmatica y enlaza
fosfolipidos y se puede insertar en la membrana en respuesta a la entrada de Ca?*
(Trimble y col. 1991; Jahn y Sudhof, 1994; Calakos y Scheller, 1996; Geppert y
Sudhof, 1998).

Recientemente se ha descrito en sinapsis del hipocampo un proceso de exocitosis
de neurotransmisor de alta velocidad denominado “kiss & run” que consiste de

una liberacién de neurotransmisor por la vesicula sinaptica de <6 ms, en el que
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sblo se abre transitoriamente el poro de fusién vesicular y se libera el
neurotransmisor pero no se fusiona la vesicula sinaptica a la membrana
presinaptica y ocurre cuando la demanda de exocitosis de neurotransmisor por
estimulacion elevada es muy alta (Stevens y Williams, 2000).

Durante un potencial de accién la entrada de Ca®* se incrementa en la
terminal presinaptica de 100 nM hasta 100-200 uM. Este incremento de Ca?' es
adecuado para disparar la liberacién del neurotransmisor. Una porcién de las
vesiculas sinapticas permanece enlazada al citoesqueleto y representa el conjunto
de reserva de las vesiculas sinapticas. Las sinapsinas son proteinas que ancian a
las vesiculas sindpticas al citoesqueleto. Las sinapsinas son fosforiladas por la
CaM-PK-ll, que se activa por Ca?* y calmodulina, cuando la sinapsina no esta
fosforilada liga a las vesiculas sindpticas a los filamentos de actina. Cuando entra
Ca?" a la terminal, la sinapsina se fosforila y libera a las vesiculas sinapticas de los
microfilamentos que las mantienen atrapadas lo que hace que se muevan a la
zona activa de secrecion. Hay evidencia de que una proteina G pequefia llamada
Rab 3A guia a las vesiculas sinapticas a sus sitios blanco donde desembarcan de
manera correcta. No todos los neurotransmisores son liberados de vesiculas
sinapticas pequenas, existen péptidos que son empacados en vesiculas sinapticas
densas de 70-200 nm de diametro y también son liberados por exocitosis después

de estimulacion sinaptica prolongada (Kandell, 1994).

1.1.c. Transportadores vesiculares de neurotransmisores
Todos los neurotransmisores clasicos son almacenados en las vesiculas

sinapticas. Los transportadores vesiculares de neurotransmisores son las
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proteinas de la membrana de las vesiculas sinapticas responsables del
almacenamiento de los neurotransmisores dentro de las mismas. Dentro de los
transportadores vesiculares, el de monocaminas (VMAT) es el mejor caracterizado.
Las vesiculas sinapticas que tienen VMAT, también tienen una bomba de H*
vesicular (ATPasa de H") similar a la presente en los lisosomas y otros organelos.
La ATPasa genera un gradiente de pH que usa el VMAT para transportar a la
monoamina neurotransmisora, su estequiometria es de 2 H* por molécula de
monoamina transportada. LL.a reserpina inhibe este transporte de monoaminas a
.las vesiculas sinapticas. El contenido de monoaminas de las vesiculas sinapticas
se pierde en ausencia del gradiente de H*. La reserpina y la tetrabenazina (TBZ),
son 2 inhibidores selectivos del VMAT, La primera enlaza al mismo sitio que las
monoaminas en el VMAT e inhibe el transporte competitivamente en el rango
nanomolar de manera practicamente irreversible. El enlace de reserpina a VMAT
depende de que exista un gradiente de pH en Ia vesicula sinaptica. La reduccion
de la presidon sanguinea, la letargia y la depresion son consecuencias del
vaciamiento de monoaminas que induce Ia reserpina. Los efectos de este farmaco
in vivo son de larga duracion y de efecto retardado debido a que la reserpina se
asocia lentamente con el VMAT y no se disocia de él, aunque su enlace no es
covalente. La TBZ es otro potente inhibidor del transportador y su enlace al VMAT
no depende de que exista un gradiente de pH vesicular. El sitio de reconocimiento
de la TBZ es diferente al sitio de reconocimiento de la amina en el VMAT. El
VMAT es una proteina de una sola cadena polipeptidica, tiene un peso molecular

de 80 Kd y representa el 0.5% de la proteina en las vesiculas sinapticas.
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El VMAT se ha clonado y se ha demostrado que en el humano lo codifica
un gen localizado en el cromosoma 10925 (Surratt y col. 1993). Ademas, se ha
demostrado que transporta a la neurotoxina dopaminérgica, MPP", cuando esta
toxina se encuentra presente en el citoplasma, por lo que el VMAT puede
considerarse un factor de resistencia a dicha neurotoxina. Existen 2 tipos de
VMAT, denominados 1 y 2. El VMAT1 ocurre principalmente en las vesiculas que
sintetizan catecolaminas de las glandulas suprarrenales y el VMAT2 es
fundamentaimente cerebral.

El VMAT1 es una proteina de 521 aminoacidos y tiene 12 dominios
transmembranales, 3 sitios de glucosilacion, y el lado amino y el carboxilo terminal
encaran al citoplasma. Los ionéforos de H*, agentes que disipan el gradiente de
pH, bloquean el transporte de las monoaminas a las vesiculas sinapticas. La
afinidad del VMAT por las monoaminas tiene el siguiente orden de afinidad:
serotonina > adrenalina > DA > NA. La reserpina inhibe el transporte de
monoaminas con una ICsg de 25nM y la TBZ tiene una I1Csp de 4uM (Erickson y
col. 1992; Peter y col. 1994; Schuldiner, 1994). EI VMAT2 se expresa
predominantemente en el cerebro y tiene 78% de homologia con el VMAT1 pero
difiere de éste en el dominio transmembranal 1-2 asi como en el amino y carboxilo
terminales. La forma cargada de las aminas es la que es transportada por el
VMAT. Otros compuestos como p-cloro-anfetamina, metilendioximetanfetamina
(MDMA) y anfetamina también son transportados por el VMAT. El VMAT tiene
homologia estructural con la proteina de resistencia a multidrogas, con el mayor
grado de homologia compartido en la region amino terminal. El mecanismo de

accion que ha sido propuesto para el VMAT se puede resumir como sigue: el
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sustrato (por ejemplo una monoamina cerebral neurotransmisora) se une al VMAT
en su estado de alta energia. El VMAT transporta al primer H* al exterior de la
vesicula y los interca‘mbia por la molécula de monoamina que es transportada al
interior de la vesicula sinaptica, el VMAT transporta al segundo H* para volver a su
estado inicial, donde el VMAT encara al citoplasma y esta listo para recoger otra
molécula de monoamina del citoplasma ya que trabaja en un ciclo. En
consecuencia el VMAT transporta dos H' al citoplasma por cada molécula de
monoamina que almacena en la vesicula sinaptica (Schuldiner, 1994) (Fig. 14y
15).

Los inhibidores del VMAT como la TBZ y la reserpina al evitar el almacenaje
vesicular de las monoaminas tales como la DA, incrementan su degradacién y
como consecuencia de la disminucion de la DA aumentan su sintesis. Por ejemplo
en los sinaptosomas de estriado la TBZ incrementa 200% la sintesis de DA
(Kuczenski, 1977). Los farmacos que disminuyen la concentracion citoplasmatica
de DA e incrementan su concentracién en el espacio sinaptico tales como la
cocaina y el GBR-12935 (que inhiben la recaptura de la DA liberada), el acido
amfonélico (que al evitar que la DA sea almacena;da en la vesicula la expone a la
degradacion de la MAQ) vy la a-metil-p-tirosina (inhibidor de la TH), inducen
incremento de la velocidad maxima (Vmax) a la que se captura la DA a la vesicula
sinaptica e inducen incremento en el nimero maximo de sitios donde molécuias
de DA se pueden enlazar al VMAT (Bmax) (Brown y col. 2001). Consistentemente
la transfeccion del VMAT en células dopaminérgicas aumenta el voliumen de las

vesiculas sinapticas y la cantidad de DA almacenada en cada vesicula asi como el
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numero de vesiculas que liberan su contenido en respuesta a un estimulo
despolarizante (Colliver y col. 2000).

El analisis citoquimico con anticuerpos producidos contra el VMATZ2 ha
mostrado su distribucion intracelular en las neuronas dopaminérgicas. EI VMAT2
se localiza dentro de las neuronas en la membrana de las vesiculas sinapticas y
también se localiza en regiones de forma vesiculada que parecen ser parte del
reticulo endoplasmatico en el soma de las neuronas dopaminérgicas (Nirenberg y

col. 1996a).

@)
exterior

interior

Estructura del VMAT 2

Vesicula siniptica

ATPasa de H*

Fig. 14. Transporte vesicular de monoaminas. a) Estructura del transportador
vesicular de DA tipo 2, basado en la secuencia de aminoacidos del VMAT 2. Reproducida
de Liu y Edwards (1997). EI VMAT 2 tiene 12 segmentos transmembranales, el asa
extracelular 1-2 tiene residuos de carbohidrato en su estructura. b). En la vesicula
sindptica trabajan coordinadamente la ATPasa de H* y el VMAT 2 para transportar DA al
interior de la vesicula sinaptica. EI VMAT 2 aprovecha el gradiente de H* generado por
ATPasa de H* para transportar la DA.
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Fig. 15. Mecanismo propuesto para el transporte de la DA al interior de la
vesicula sinaptica

DA
VMAT I — | DA J —l VMAT

4: | | |

v v
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El VMAT adopta una estado energizadoa Otro H' desde el interior de Iz
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capaz de transportar una

monoamina después de ge :'econocimie_nto del 'citcl)sol_ a; iltl_terior de la
expulsar un H* al exterior de del 3;:‘:“°am'“as ‘(’;3'3‘ f_ stm P l¢=a-t
la vesicula sinaptica e . ueda listo para otro
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1.2. Liberacion de neurotransmisores mediada por reversion de

sus transportadores

Ademads de la exocitosis de neurotransmisores mediada por la fusion de las
vesiculas sinapticas a la membrana plasmatica, los neurotransmisores también
son liberados desde el citoplasma de las terminales presinapticas mediante los
transportadores de neurotransmisores. Estos son proteinas ubicadas en la
membrana citoplasmatica que recapturan al neurotransmisor liberado. Cuando la
concentracion intraterminal de Na* se eleva substancialmente, los transportadores
de neurotransmisores funcionan en su forma reversa, ya que dependen del
gradiente de Na* para su funcionamiento.

Esta liberacidn por reversion del funcionamiento de los transportadores de
neurotransmisores ocurre basalmente pero se incrementa en condiciones
patolégicas tales como la isquemia 6 la anoxia del tejido nervioso (Buyukuysal y
Mete, 1999). Se caracteriza porque es dependiente de la concentracion de Na*
externo, es proporcional a la entrada de Na* a la terminal, no depende de ca®
externo y es inducida por drogas que colapsan el gradiente membranal de Na*.
Entre los estudios en donde se ha de caracterizado este fenomeno para los
neurotransmisores GABA y DA se encuentran varios realizados en nuestro
laboratorio (Sitges y col. 1989; Sitges y col. 1993; Sitges y col. 1994; Sitges y col.
1995a, 1995b). Este fendmeno también ha sido caracterizado para glutamato

(Nicholls, 1989).
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1.2.a. Mecanismos de inactivacion de neurotransmisores

Fisiologicamente los neurotransmisores se liberan desde la neurona
presinaptica. Una vez que llevaron la sefal a la célula receptora 6 neurona
postsinaptica, son rapidamente eliminados de la hendidura sinaptica para permitir
que el potencial de membrana regrese a su nivel de reposo y quede en disposicién
de recibir otra sefial. Existen tres mecanismos que operan para eliminar a los
neurotransmisores de la hendidura sinaptica. Estos son: 1) la recaptura del
neurotransmisor liberado, 2) la difusién del neurotransmisor al espacio extracelular
y 3) la degradacién enzimatica del neurotransmisor liberado. A excepcién de la
acetilcolina que cesa su accion al ser degradada por una acetilcolinesterasa
especifica, los demas neurotransmisores clasicos (DA, NA, serotonina, glutamato,
aspartato, GABA, glicina y taurina) cesan su accion al ser recapturados por las
terminales nerviosas que los liberaron 6 por sesensibilizacion de sus receptores.

Para algunos de estos neurotransmisores han sido demostrados sistemas de

captura de alta afinidad dependientes de Na* y temperatura (Sitges, 1987).

1.2.b. El DAT

El transportador de DA (DAT) es una molécula proteica de la membrana de
las neuronas dopaminérgicas que funciona en el transporte de DA y que esta en la
superficie membranal de dichas neuronas. El DAT se encarga de recapturar la DA
una vez que es liberada al medio externo en la terminal sinaptica. La captura de
DA por el DAT es un proceso altamente selectivo para DA y es dependiente de
Na’, de CI' y es oéptimo a 37 °C (bajas temperaturas inactivan al DAT). La

recaptura de otros neurotransmisores tales como NA y serotonina también
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depende de Na® y temperatura pero se efectua por tansportadores especificos
diferentes del DAT (Uhl y Hartig, 1992). s

El gen del DAT se ha locallzado en Ia parte distal de cromosoma 5y

codifica para una proteina de 620 ammoa . dos ‘con p.m. de 68 Kd que tiene 12

domlmos transmembranales (GIFOS y col 1992)(fg 16)

El mecamsmo de acmon_prppu‘esto'para el funcionamiento del DAT es un
’me"cani'smo aleatc;rio, secuencial y dé multisubstratos para el DAT del estriado. La
DA 6 el Na‘ (2 iénes) se enlazan al DAT en una secuencia aleatoria, este paso es
segundo por el enlace del ién cloro (CI'). En el paso siguiente el DAT acarrea la DA
h al mterlor neuronal Si la cocaina esta presente el DAT es inhibido por ésta, la cual
1",bloquea el sitio de enlace de Na® impidiendo el transporte de DA (McElvain y
Schenk, 1982)(fig. 17).

Se ha mostrado la presencia y funcionamiento del DAT en los sinaptosomas
de estriado y se ha observado que la anfetamina, la metanfetamina y la metil-
dideoxi-metanfetamina, MDMA, ("extasis”), decrecen Ia expresién y el
funcionamiento del DAT pero no la cocaina, el metilfenidato y la fenfluramina que
- sdlo inhiben el funcionamiento (Fleckenstein y col. 1999). Se ha sugerido la
. coexistencia de los transportadores de GABA y DA en las mismas terminales
’ ‘présinépticas en los sinaptosomas de estriado, ya que el GABA eieva la liberacion
de DA del estriado y el acido nipecético y la isoguvacina, inhibidores del
transportador de GABA, bloquean el efecto inhibidor del GABA sobre la recaptura
de DA, indicando que la recaptura de GABA compite con la recaptura de DA en la
terminal ya que ambas dependen de Na* externo (Bonanno y Raiteri, 1987). Se ha

mostrado una correlacién positiva entre la captura de [PHJDA y el enlace de
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PHIGBR-12783, inhibidor del DAT, en el estriado durante el proceso de la
maduracion cerebral de las ratas. Entre el dia 1-40 postnatal se llega al 80% de la
cantidad de DAT del adulto (Bonnet y Constentin, 1989) indicando que la aparicién
de la expresion del DAT es paralelo con la captura de DA en el estriado. Por otro
lado se ha construido un modelo de la dependencia de Na* para el funcionamiento
del DAT en sinaptosomas de estriado, ya que para que la DA sea acarreada al
interior neuronal debe m;eterse Na* a la terminal. El DAT tiene requerimiento
absoluto de Na®. Por ejemplo, una molécula de DA y 2 iénes de Na* son
cotransportados por el transportador. El transporte es proporcional a la
concentracion externa de Na®. Este modelo para el transporte de DA por el DAT
se ha denominado modelo cinético de equilibrio rapido (Wheeler y col. 1993).
También se ha observado una dependencia del i6n cloro (CI) en adicién al Na*
para el transporte de DA por el DAT (Sitges y col. 1994). Se ha mostrado que por
cada molécula de DA transportada son cotransportadas 2 iones Na* y 1 ién CI".
Los sitios de recaptura de la DA en el estriado que corresponden al DAT
estan distribuidos diferencialmente en los estriosomas y la matriz del estriado,
indicando que en las diferentes regiones del estriado la distribucion del DAT no es
homogénea (Graybiel y Moratalla, 1989). Hay diferencia en la expresién del DAT
en el estriado que es regional siendo mayor su densidad en la porcion de la matriz
del estriado que en la region de los estriosomas (Graybiel y Moratalla, 1989).
También hay diferencias entre el estriado ventral y el dorsal en cuanto a la
distribucién del DAT indicando que hay zonas del estriado con mayor
concentracion del DAT. Asi se ha observado un mayor eniace de [*H]mazindol en

el estriado dorsal que en el estriado lateral y en general el enlace de [*H]mazindol
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es 3 'veces mayor en el estriado que el enlace que se observa en el nucleo
'aCUmbens. El nticleo acumbens carece de DAT en alta concentracion por tanto no
hay un grado elevado de recaptura de DA después de su liberacion (Marshall y
col. 1990). En relacién al DAT se han hecho experimentos de la cinética y el
bloqueo de la recaptura de DA mediada por el transportador en sinaptosomas de
estriado. Se ha estudiado el flujo unidireccional de [*H]DA en sinaptosomas y se
ha mostrado que tiene 2 fases, una que depende de Na* y CI" y ofra que es
inhibida por cocaina, nomifensina y anfetamina (Krueger, 1990). También se ha
.mostrado que la captura de DA por los sinaptosomas de estriado por el DAT
ocurre en un amplio rango de concentraciones de DA y que hay una captura de
DA de alta afinidad y otra de baja afinidad. La recaptura de alta afinidad pudiera
representar al DAT y el transporte de baja afinidad de DA pudiera representar
mecanismos de captura post-sinapticos de terminales dopaminérgicas y no
dopaminérgicas menos especificos (Mireylees y col. 1986).

Usando [*H]metilfenidato y determinando su enlace selectivo se ha
mostrado que metilfenidato tiene un receptor que lo enlaza a los sinaptosomas
preparados a partir del cuerpo estriado que es dependiente de Na* y cuyo enlace
es inhibido por acido ritalinico, indicando que el [PH]metilfenidato se enlaza
selectivamente al DAT. La inhibicion del DAT por metilfenidato propicia un
incremento de la actividad motora en las ratas al inducir esta droga un aumento de
la cantidad de DA liberada (Schweriy col. 1985).

La nomifensina es un inhibidor de la recaptura de DA al inhibir
selectivamente la funcion del DAT, también aumenta la liberacion de DA de los

sinaptosomas de estriado (Hunt y col. 1974; Koe, 1976; McKillop y Bradford, 1981;
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‘Dubocovich y Zahniser, 1985). La geometria rigida estructuralmente similar a la
DA hace que la nomifensina se una al DAT pero no se transporte (Koe, 19786).

En el estriado hay un transporte de [*H]JDA dependiente de Na* que
representa el funcionamiento del DAT. En ausencia de Na® la formacién de
DOPAC es reducida 27% y la de acido homovanilico (HVA) 47% y la nomifensina
inhibe la formacion de DOPAC 62% en este sistema (Schoepp y Azzaro, 1985). Se
ha investigado la localizaciéon del DAT y se ha observado que se localiza en las
dendritas y los axones de las neuronas dopaminérgicas (Nirenberg y col. 1996b).
Para medir el funcionamiento del DAT en el cerebro se ha disefiado un método
basado en la determinacion de la captura de [PH]DA en sinaptosomas (Cooper y
Carlson, 1983). También se ha hecho una comparacién entre la captura de DA de
sinaptosomas y la captura de DA en rebanadas de tejido nervioso para determinar
en que preparaciéon se observa mejor el fendmeno de captura de [PH]DA y se ha
observado que las 2 son igualmente adecuadas (Near y col. 1988). Por otro lado
en la captura de [°H]DA de sinaptosomas de estriado se observa un decaimiento
de la captura de [*H]DA que es dependiente del tiempo, de la temperatura y dicha
captura es protegida por adicion de ditiotreitol (protector de grupos SH) y por la
adicion de DA, indicando que el DAT es sensible a la oxidacion de sus grupos SH,
los cuales son esenciales para su funcionamiento (Schoemaker y Nickolson,
1983). El DAT es una glucoproteina y el acido sialico es parte de los carbohidratos
presentes en el DAT. Dicho acido sialico esta involucrado en la captura de DA de
sinaptosomas de cerebro de rata ya que la eliminacion quimica del acido sialico

por la neuraminidasa inhibe ta funcién del DAT (Zaleska y Erecinska, 1987).
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Por otra parte, se observa una inhibicién del 50% en la recaptura de DA en
los sinaptosomas de estriado de animales pretratados con los antidepresivos
como la nomifensina (Manias y Taylor, 1983). Los compuestos de la serie GBR
también son compuestos inhibidores con alta selectividad por el DAT (Bonnet y
Constentin, 1986; Janowsky y col. 1986, 1987; Chagraoui y col. 1987). El
compuesto WIN-35428 un analogo artificial no metabolizable de la cocaina,
derivado del tropano, inhibe la recaptura de DA al inhibir at DAT. Se ha observado
que tanto la DA como el WIN-35428 son translocados por el DAT en los
sinaptosomas de estriado, y que la captura de DA por el DAT es lineal durante 8
min pero la del WIN-35428 es lineal s6lo 1 min y llega a una fase estacionaria en
20 min (Xu y col. 1995). La captura de DA es estimulada por ATP en los
sinaptosomas de estriado (Cao y col. 1990), su efecto parece ser mediado por la
estimulacion de la actividad de la bomba de Na'/K* ya que el transporte de DA
depende de la concentracién de Na* externo a la terminal.

El compuesto mazindol es otro inhibidor selectivo del DAT e inhibe la
captura de DA e incrementa su liberacién, ya que en ratas lesionadas de la via
nigroestriatal induce giros hacia el lado lesionado al inducir la liberacion de DA
(Kruk y Zarrindast, 1976). El mazindol inhibidor de la recaptura de DA incrementa
los niveles de DOPAC en ratas tratadas con el agonista dopaminérgico espiperona
y facilita la liberacién de DA (Fuller y Snoody, 1979). El mazindol, inhibe la captura
de [PH]DA y estimula la liberacion de [PH]JDA, con menor potencia que la

anfetamina (Carruba y col. 1977).

65




66

Estructura del DAT

)

exterior

interior

(B)
DA

Sinaptosoma
de estriado

[Na']
interno,
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[Na'] extemo,
150 mv

Fig. 16. El DAT. A) Estructura del transportador de DA (DAT) propuesta con base
en la secuencia de aminoéacidos, que muestra los 12 dominios transmembranales,
el asa extracelular entre los segmentos 3-4 y los segmentos amino y carboxilo
terminales intracelulares, que son particularmente largos. Tomado de Amara y
Kuhar (1993) B). El transporte de DA mediado por el DAT depende del gradiente
de Na*, y de CrI .
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Fig. 17. Mecanismo propuesto para la recaptura de la DA liberada. El DAT es
una proteina membranal que trabaja en un ciclo repetido que depende de la
concentracion de Na' y ClI"y DA en el medio externo.
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1.2.c. Canales de Na* dependientes de voltaje

Los canales de Na* son complejos proteicos formados por una subunidad o
glicosilada de 260 Kd asociada no covalentemente con la subunidad B 1, de 36 Kd
y via un enlace disulfuro a la subunidad p 2, de 33 Kd. El analisis de hidrofobicidad
de la secuencia de aminoacidos de la subunidad o sugiere una topologia
consistente de 4 repetidos homélogos enlazados a la membrana (I-1V), cada uno
compuesto de 6 segmentos transmembranales (S1-S6). Los lados amino y
carboxilo terminales son intracelulares. El canal de Na' tiene sitios de
‘glucosilacion extracelulares y sitios de fosforilacidn intracelulares. La subunidad B
1 tiene un solo segmento transmembranal y 4 sitios de fosforilacion extracelulares.
Hay 4 tipos de subunidades o : |, I, llA, y llI, las tipo Il y lIA se producen por
ensamblaje alternativo. Se ha documentado la existencia de un canal de Na*
cardiaco y dos tipos de canal de Na* en el musculo esquelético.

En el cerebro humano se han aislado los canales de Na* del tipo |l y se ha
demostrado que en la subunidad a 1 hay 97% de homologia con el canal de rata,
en el caso de la subunidad B 1, la del humano tiene 96% de homologia con la de
la rata. Estas analogias estructurales, junto con la similitudes de las corrientes
transportadas por los canales, sugieren que las neuronas de rata representan un
modelo valido para el estudio de la expresién y funcién de los canales de Na*
humanos.

Muchos de los canales de Na® estan en reposo cerrados, cuando la
membrana se encuentra con un potencial negativo. Durante la despolarizacion la

conductancia de Na* aumenta debido a la activacion de los canales de Na*, llega
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a un pico y después declina debido a la inactivacion del canal. Durante la
activacién una compuerta se abre en la despolarizacién y se cierra en la
repolarizaciéon. Hay una compuerta de inactivacion gque se cierra lentamente por
despolarizacion y se abre por repolarizacion. .

La subunidad o es el principal componente del canal de Na* y forma
canales de Na' funcionales cuando se expresa en ovocitos. La subunidad B 1, es
un valioso blanco para desarrollar moduladores de canales de Na® terapelticos ya
que modifican las ;;ropiedades de inactivacién de la subunidad « del canal de Na*.
La coexpresidon de la subunidad B 1 con la subunidad a se requiere para expresar
las propiedades cinéticas normales del canal de Na®*. La subunidad o contiene
todos los elementos estructurales para formar el poro idnico, asegurar la
selectividad idnica y llevar a cabo las funciones basicas del canal de Na*. También
contiene muchos de los sitios receptores para toxinas y farmacos que modifican ia
funcién del canal de Na®. El poro transmembranal esta en el centro de un
cuadrado formado de 4 subunidades repetidas cada subunidad formando Y del
poro del canal.

Los canales de Na* son el blanco de varias.toxinas de origen natural entre
las que se encuentran: la tetrodotoxina (TTX), la saxitoxina (STX), algunas toxinas
de eécorpién, la veratridina, los anestésicos locales, tales como la lidocaina y la

procaina entre otros. A continuacion se describen los sitios del canal de Na* (Fig.

18).
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Sitio 1 (Poro)
TTX
STX

Sitio 2 (sensor de voltaje)
Veratridina

Batracotoxina
Grayanotoxinas

Aconitina

Otros sitios:
Toxinas de Escorpiones

Anestésicos Locales (AL)
Piretroides

Fig. 18. Esquema que muestra los sitios del canal de sodio.

La TTX y Ia STX son toxinas que bloquean selectivamente a los canales de

Na* uniéndose con alta afinidad al sitio 1 del canal de Na* que se localiza en el

lado externo del poro del canal, la protonacion y la modificacién covalente de los

residuos carboxilo en el canal de Na' bloquea su enlace y sugiere que estas

toxinas catidnicas enlazan a los residuos carboxilo en el lado extracelular de

apertura del poro del canal, la substitucién de los glutamatos por glutamina en la

region S$5-S6 disminuye la afinidad de la TTX por el canal de Na®. Aunque los

canales de Na* cardiacos contienen glutamato en la region del poro enlazan a la

TTX con menor afinidad indicando que otros residuos aminoacidos del canal de

Na* también contribuyen al enlace de la TTX. El modelo estructural del canal de

70

FALLA DE ORIGEN

TESIS CON




Na* actual indica que la boca del canal de Na* tiene una forma de tinel en el que
la TTX y STX bloquean al poro enlazandolo en muchos sitios de anclaje
constituyendo el sitio 1 receptor del canal de Na®.

La granayotoxina, la veratridina, la aconitina y la batracotoxina, BTX,
compiten por enlazar al sitio 2 del canal de Na*. Estas toxinas causan activacion
persistente del canal de Na® en el potencial de reposo de la membrana, al
bloquear la inactivacion del canal y cambiar la dependencia de voltaje de ia
activacion del canal a potenciales de membrana mas negativos. Estos efectos
resultan de un enlace de alta afinidad de las toxinas a los estados activados de los
canales de Na* y la consecuente estabilizacion de esos estados. Las toxinas que
se unen al sitio 2 también alteran la selectividad iénica del canal de Na*. El sitio 2
es una regién de la hélice a que esta involucrada en la activaciéon dependiente de
voltaje y la inactivacion; esta alostéricamente asociada con el poro
transmembranal del canal. Como estas toxinas son moléculas grandes sus efectos
multiples pueden resuiltar de su interaccién con varios micrositios del canal de Na*,

Debido a la naturaleza lipofilica de las toxinas del sitio 2, estas toxinas
pueden producir sus efectos cuando son agregadas al lado extracelular de la
membrana donde se piensa que enlazan al canal en sitios enterrados en la matriz
de la capa lipidica. Los anestésicos locales inhiben el enlace de las toxinas al sitio
2, esta inhibicion resulta del acoplamiento alostérico del sitio de enlace a los
anestésicos y el sitio 2. Las toxinas que enlazan al sitio 2 enlazan al canal de Na*
activado, mientras que los anestésicos enlazan al canal de Na' inactivado 6 en

reposo. Enlazando preferencialmente los estados de afinidad baja para las toxinas
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del sitio 2 los anestésicos estabilizan los estados no activados y reducen el enlace
de la neurotoxina al sitio 2. Esto sugiere que el sitio de enlace de la BTX, y
veratridina esta fisicamente cercano al sitio de enlace de los anestesicos locales y
de la luz del poro del canal de Na™.

La BTX y la veratridina actuan sobre el canal de Na* y son herramientas
para estudiar la funcién del canal. El flujo de Na* inducido por la veratridina es una
prueba funcional para verificar si un compuesto dado inhibe las corrientes de Na*.
El flujo de Na* puede ser medido usando 2?Na radioactivo 6 idn ['*C]guanidinio 6
midiendo el consumo de oxigeno 6 la toxicidad midiendo la liberacion de lactato
deshidrogenasa del citoplasma al medio externo.

Los anestésicos locales bloquean la propagacion del impulso nervioso e
interactuan con el canal de Na* de las neuronas. La accién de los anestésicos es
compleja ya que es dependiente de uso y de frecuencia (la inhibicién es
potenciada por estimulos repetidos), propiedad que indica que el eniace es
modulada por el estado del canal. Los anestésicos enlazan a sitios especificos
localizados en el canal de Na‘. La lidocaina es inefectiva cuando se aplica
extracelular pero efectiva cuando se aplica intracelular. Estas drogas actuan
priqcipalmente sobre los canales de Na' abiertos a través de una via hidrofilica
que es ocluida y que se localiza en S6 del repetido IV.

La apertura del canal de Na* es disparada por la despolarizacién de la
membrana que ejerce una fuerza eléctrica sobre los sensores de voltaje del canal.
Las corrientes de Na® a través del canal pueden ser bloqueadas por las toxinas sin
afectar las corrientes de compuerta sugiriendo que los elementos del canal

activados dependientes de voltaje son diferentes de los de la regién del poro. Las
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regiones S4 transmembranales contienen los elementos de disparo. Los
elementos de activacion de la compuerta del canal de Na® resultan del
desplazamiento de residuos de aminodacidos cargados en respuesta a cambios en
el potencial eléctrico transmembranal. Hay evidencias de mutagénesis que asi lo
indican. Por ejemplo, el reemplazo de residuos cargados positivamente en S4
resulta en la alteracidon de la activacion del canal de Na* en respuesta a cambios
de voltaje.

Los canales de Na® activados se hacen no conductores cuando se
bloquean en el lado interno fisicamente por una particula de inactivacion localizada
en los repetidos Ill y IV. Se ha observado que enzimas proteoliticas bloquean
dicha inactivacién y los anticuerpos dirigidos contra esta regidn previenen la
inactivacion del canal de Na’. La secuencia de aminoacidos IFM (isoleucina-
fenilalanina-metionina) en esta region es esencial para producir la inactivacién del

canal (Catterall, 2000).

1.3. Modelos experimentales para estudiar la liberacion de los

neurotransmisores

La liberacion de neurotransmisores de terminales nerviosas se ha estudiado
empleando diversas metodologias y modelos experimentales in vitro que incluyen
el uso de sinaptosomas (terminales nerviosas aisladas), de rebanadas de tejido, el
uso de cultivos primarios de neuronas 6 de células de linea de neuroblastoma con
fenotipo neuronal. In vivo se ha empleado la técnica de microdialisis cerebral para

estudiar la liberacion de neurotransmisores. En el caso de las catecolaminas e
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indolaminas se ha empleado la voltametria tanto in vivo como in vitro para medir la
liberacion de dichas monoaminas in situ.

Las preparaciones empleadas para estudiar la liberacion de
neurotransmisores abarcan desde el animal completo hasta las terminales
nerviosas cerebrales aisladas. Para colectar el neurotransmisor liberado desde
una region del cerebro de un animal vivo, libre en movimiento, se ha disefado la
microdialisis cerebral. Esta técnica esta basada en la implantacién de una canula
de microdialisis en el cerebro que una vez colocada en el nucleo de interés
permite colectar muestras del fluido presente en el medio externo de las neuronas
de dicho nucleo cerebral. La composicion de neurotransmisores presente en el
fluido varia de acuerdo a la cantidad de actividad de disparo neuronal que
presenta cada grupo neuronal. En la microdialisis se puede muestrear en el tiempo
la variacion del nivel de uno ¢ varios neurotransmisores en el nicleo en un periodo
de tiempo que puede variar de minutos a dias (Di Chiara, 1991).

Aunque los estudios de liberacion in vivo son muy valiosos si se desea
correlacionar los cambios en [a liberacion de un mensajero quimico con un evento
conductual, hay eventos que se pueden controlar y estudiar mejor en
preparaciones celulares y subcelulares, pues seria imposible interpretarlos 6
incluso detectarlos in vivo. Las preparaciones in vitro (de componentes celulares 6
subcelulares) mas frecuentemente usadas para estudios de liberacion de
mensajeros quimicos son; las rebanadas de tejido provenientes de alguna regiéon
de interés previamente disecada (corteza cerebral, estriado, hipocampo, etc.); los
cultfvos de tejidos y las terminales nerviosas aisladas, mejor conocidas como

sinaptosomas, que pueden aislarse del cerebro completo 6 de alguna region
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cerebral especifica. Cada una de estas preparaciones tiene sus ventajas y sus
desventajas y una u otra resulta adecuada segun la pregunta que quiera
contestarse. En cuanto a los sinaptosomas podria decirse que su obtencion
equivale a la diseccion del componente funcional de la liberacion de los

neurotransmisores (Sitges, 1987).

1.3.a. La preparacion de terminales nerviosas cerebrales aisladas

Los sinaptosomas son terminales sinapticas aisladas, tienen un diametro de
0.5-1 um. Se aislan de la fraccidon P2 que cosedimenta junto con las mitocondrias.
Los sinaptosomas son viables durante algunas horas y representan el sistema
subcelular mas simple que retiene la maquinaria de recaptura, sintesis,
almacenaje y exocitosis de neurotransmisores (Hollingsworth y col. 1985).

Se ha estudiado la ultraestructura de los sinaptosomas provenientes del
estriado que contienen monoaminas (Kanerva y col. 1977). Se ha demostrado que
los sinaptosomas son vesiculas de membrana que se forman después de la
destruccion y del resello de la membrana de las terminales sinapticas de Iaé
neuronas. Los sinaptosomas tienen en su interior, porciones de citoplasma, gran
cantidad de mitocondrias, ribosomas, vesiculas sinapticas, vacuolas y lisosomas,
porciones de reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi, la densidad
presinaptica y elementos del citoesqueleto tales como microfilamentos, estan
rodeados por una membrana externa que delimita al sinaptosoma y son
funcionalmente capaces de liberar neurotransmisor. Los sinaptosomas que

guardan las catecolaminas y los sinaptosomas que guardan GABA forman dos
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poblaciones sinaptosomales con caracteristicas diferentes de sedimentacion
(lversen y Snyder, 1968). Usando esta propiedad se han disefiado métodos para
la separacion de los sinaptosomas de GABA y sinaptosomas de catecolaminas del
estriado (Kuhar y col. 1970). Se ha observado un aumento de la densidad de los
sinaptosomas de estriado después de que acumulan DA administrada
externamente (Fix y Rutledge, 1978), esto esta de acuerdo con los hallazgos que
muestran que el tratamiento con los inhibidores de la MAO (IMAQ), clorgilina y
pargilina aumentan la densidad de las vesiculas sindpticas cuando estan llenas de
NA y DA al ser purificadas ya que inducen un incremento en la concentracion de
dichos neurotransmisores dentro de las vesiculas sinapticas de entre 200 a 600%
(Buu, 1989).

Usando la preparacion sinaptosomal se han podido contestar varias
preguntas fundamentales de la neurotransmisién como por ejemplo la naturaleza
de los canales de Ca®" que regulan la liberacién de un neurotransmisor en
particular (Turner y col. 1993; Sitges y Chiu, 1995a, 1995b; Carvalho y col. 1995),
el papel de la fosforilacidn en la exocitosis (Sitges y Talamo, 1993, Sitges y col.
1998), y la caracterizacion de los mecanismos de accion de farmacos y toxinas
que alteran la liberacion de los neurotransmisores (Sitges y col. 1997, Sitges y

Nekrassov, 1998, 1999; Sitges y col. 2000).

1.3.b. Liberacion del neurotransmisor radioactivo precargado a los
sinaptosomas
Desde hace varios afios este mecanismo de inactivacion por recaptura ha

sido aprovechado para estudiar la liberacion de los neurotransmisores clasicos ya
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que es posible cargar la preparacion elegida (sinaptosomas, rebanadas de tejido)
con un neurotransmisor marcado radioactivamente para después seguir su
liberacion bajo distintas condiciones experimentales. Como los sitios de captura de
alta afinidad estan localizados en las membranas de las terminales nerviosas que
normalmente lo sintetizan, almacenan y liberan, al someter una preparacion
heterogénea de sinaptosomas de cerebro a dicho neurotransmisor marcado
radioactivamente, favorecemos su captura por los sinaptosomas que normalmente

lo liberan.

1.3.c. Liberacion del neurotransmisores endégenos de los sinaptosomas

En adicién al método de seguir la liberacién del neurotransmisor marcado
radioactivamente previamente cargado a las terminales nerviosas aisladas
cerebrales ampliamente utilizado, mas recientemente algunos investigadores han
empezado a seguir a los neurotransmisores endégenos liberados de los
sinaptosomas empleando el sistema de cromatografia liquida de alta presién
(HPLC) para detectarios (Freeman y col. 1993; Sitges y Nekrassov, 1999; Sitges y
col. 2000). A este respecto es de interés mencionar que en nuestro laboratorio se
ha desarrollado un método que permite medir por HPLC en las terminales
nerviosas cerebrales aisladas las concentraciones internas y liberadas de varios
neurotransmisores (tanto del tipo de las moncaminas como los aminoacidos

neurotransmisores) simultaneamente.
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1.3.d. Estrategias para despolarizar a los sinaptosomas

El tamarfio promedio de los sinaptosomas es menor de media micra, lo que
impide usar electrodos comines para despolarizarlos, por lo que entre los
métodos mas usualmente utilizados para despolarizar a los sinaptosomas se
encuentran 3 principalmente: 1) incubar los sinaptosomas en medios con una
elevada concentracion de KCI que induce una elevacion de la concentracidn de K*
externo, 2) mediante el uso de toxinas capaces de elevar la permeabilidad al Na*
como la veratridina, que elevan la concentracion intrasinaptosomal de Na*, 3)
mediante agentes que bloquean la permeabilidad al K* de los sinaptosomas en el
reposo. Al bloquear los canales de K* que estan abiertos en el reposo se eleva la
concentracion de K* intrasinaptosomal y se despolariza la terminal. La
fundamentacion de dichos métodos se detalla a continuacién. La despolarizacion
inducida por K* alto y veratridina se explica si consideramos la ecuacion de
Goldmann que relaciona el potencial de membrana (Vm) con las concentraciones
y las permeabilidades relativas de los iones Na*, K y Cl"a través de la membrana.
La ecuacién de Goldmann es la siguiente:
Vm=(RT/ F) In [ Pc* [K*]o + Pna™ [Nalo + Per [ CIi / Px” [K']i + Pna" [ Na']i + Per [Clo
]. En esta ecuacion R es la constante de los gases, T es la temperatura en grados
Kelvin y F es la constante de Faraday. Px* Pna". Per . indican las permeabilidades
relativas de los iones respectivos y las letras i, o, a la derecha de los signos de ([ ])
indican la concentracién del ion dentro y fuera de la membrana respectivamente.

Como en el reposo la permeabilidad relativa al K* es muy alta, otra
estrategia que nos permite despolarizar a los sinaptosomas es la disminucién de la

permeabilidad al K* con bloqueadores de los canales de K* tales como la 4-amino-
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piridina y la noxius-toxina (Sitges y col. 1986). Segtn la ecuacion de Goldmann al
disminuir la permeabilidad al K* también esperariamos una alteracién del potencial

de membrana en el sentido de la despolarizacién.

APENDICE 2.

MONOAMINAS CEREBRALES

Las monoaminas cerebrales neurotransmisoras incluyen a las
catecolaminas, dopamina (DA), noradrenalina (NA), adrenalina y a la indolamina
serotonina.

La DA participa en circuitos de neuronas que se involucran en la
generacion del movimiento y es fundamental en la fisiologia de los ganglios
basales. La reduccion de este neurotransmisor genera enfermedades tales como
el Parkinson, y la sobreproduccion de DA que conlleva a la sobre-estimulacion de
sus receptores estd asociada con la esquizofrenia asi como con desérdenes de
movimiento 6 distonias. El principal nucleo dopaminérgico dei cerebro se
encuentra en la substancia nigra compacta. Este nicleo envia sus proyecciones
principalmente al estriado donde se encuentra el mayor porcentaje de terminales
nerviosas dopaminérgicas. El estriado es un nlcleo que participa en la generacion
y seleccién de programas motores para iniciar el movimiento. La NA esta

principalmente concentrada en las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus y

la serotonina en las neuronas serotoninérgicas de los nticleos del rafé.
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Las neuronas catecolaminérgicas representan una pequefa fraccion del
tétal de neuronas del cerebro, hay aproximadamente 50,000 neuronas
catecolaminérgicas en las ratas, de estas, aproximadamente 40,000 neuronas son
dopaminérgicas y aproximadamente 10,000 neuronas son noradrenérgicas. A
pesar del escaso numero de neuronas catecolaminérgicas que hay en el cerebro,
las grandes ramificaciones de sus axones les permiten influenciar a casi todo el
cerebro. Asi por ejemplo se ha estimado que una neurona dopaminérgica de la

substancia nigra tiene 50,000 botones de liberacion de DA (Nicholls, 1994).

2.1. Sintesis de monoaminas cerebrales

La tirosina hidroxilasa (TH) es la enzima limitante en la sintesis de las
monoaminas cerebrales. La TH es una proteina que se activa por fosforilacion
mediada por varias proteina-cinasas. La TH oxida a la tirosina y la transforma en
L-dopa. La TH depende de la coenzima tetrahidrobiopterina y usa oxigeno como
substrato. La L-dopa a su vez es rapidamente descarboxilada por la L-dopa-
descarboxilasa (DDC) generando DA, La DDC usa como cofactor al fosfato de
piridoxal (Fig. 19). La NA se sintetiza a partir de la DA por la actividad de la DA-j-
hidroxilasa, que es una enzima exclusiva de las neuronas noradrenérgicas, y la
adrenélina se forma a partir de la NA en las neuronas adrenérgicas por metilacion
de la NA mediante la accién de otra enzima, la fenil-etanolamina-metil-transferasa.
La serotonina se sintetiza a partir de la hidroxilacién del triptofano por la accién de
la triptofano-hidroxilasa en las terminales nerviosas serotoninérgicas (Kopin, 1985;

Kuhar y col. 1999).
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2.2, Degradacion de las monoaminas cerebrales

La monoamino-oxidasa (MAQ) es una enzima de primordial importancia en
la degradacion de las monoaminas cerebrales neurotransmisoras. La DA es
catabolizada por la MAO para formar DOPAC (acido dihidroxifenilacético). La
enzima catecol-orto-metil-transferasa (COMT) que usa S-adenosil-metionina como
cofactor también participa en la degradacion de la DA. Esta enzima esta
ampliamente distribuida en el cerebro y puede actuar sobre catecolaminas
extraneuronales. La COMT transfiere un grupo metilo de la S-adenosil-metionina a
varios tipos de catecolaminas incluido el DOPAC. Una via alternativa de
degradacion de la DA en el espacio extraneuronal es su degradacidn a 3-metil-DA
(3-MT) mediada por la accién de la COMT. Tanto la 3-MT como el DOPAC, que
son metabolitos de la DA originan finalmente HVA, el 3-MT forma HVA por la
accién subsecuente de la MAO, mientras que el DOPAC origina HVA por la
subsecuente accion de la COMT (Kopin, 1994; Kuhar y col. 1999) ( Fig. 19 ).

El catabolismo de la NA por la MAO genera dihidroxifenilglicol (DHPG). La
acciéon subsecuente de la COMT sobre el DHPG genera MHPG (metii-hidroxi-fenil-
glicol) ¢ acido vanilil-mandélico. La serotonina es degradada por la accién de la
MAO bara generar el metabolito 5-HIAA (acido 5-hidroxiindolacético) (Kopin, 1985;
Kopin, 1994).

Entre las enzimas que participan en la degradacién de las monoaminas
cerebrales la MAO, que convierte a la DA en DOPAC, es de particular importancia

para el presente trabajo, por lo que a continuacién se mencionan algunas de sus
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caracteristicas moleculares, los subtipos de MAOs, asi como aspectos relativos a

los farmacos inhibidores de la misma.

tirosina

TH *

L-DOPA

poc v

DA

MAO

DOPAC
l <+ COMT ——p

A\ 4
HVA | 3-m7

MAO

Fig. 19. Metabolismo de la DA. La sintesis de la DA y la degradacion de la DA
coexisten en la terminal nerviosa estriatal. La TH y la DOPA-descarboxilasa (DDC)
son las enzimas que catalizan la sintesis de DA. La MAO y la COMT catalizan la
degradacioén de la DA.
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2.3. Inhibidores de la MAO

Como se menciond, la MAO es la principal enzima en la degradacién de las
catecolaminas, incluyendo a la DA cerebral que esta particularmente concentrada
en las terminales nerviosas estriatales. Entre los compuestos con actividad
farmacoldgica capaz de inhibir la actividad de la MAO cerebral se encuentran la
clorgilina, la pargilina y el deprenil. Con base en la selectividad de substrato y en
su sensibilidad a los inhibidores se ha propuesto la existencia de dos formas de
MAO denominadas A y B. La MAO-A tiene mas afinidad por la clorgilina y la
MAO-B tiene mas afinidad por el deprenii. La pargilina es un inhibidor no selectivo
que actua sobre los dos tipos de MAOs. Las catecolaminas son los substratos
preferidos por la MAO-A y la feniletilamina para la MAO-B. Por ejemplo, en
homogenados de estriado de ratas pretratadas cronicamente con clorgilina a bajas
dosis, la concentracion de DA aumenta y la de sus metabolitos, DOPAC y HVA,
disminuye, pero la concentracion de feniletilamina se mantiene constante
(Paterson y col. 1991). En la corteza frontal de la rata la administracién crénica de
clorgilina también aumenta la concentracion de monoaminas neurotransmisoras y

reduce la de sus metabolitos (Twist y col. 1991).

2.4. Liberacion de DOPAC

En la literatura existen evidencias que indican una modulacién en los
niveles de DOPAC que estda mediada por diversos tipos de receptores de
neurotransmisores. Estos incluyen los receptores de glutamato, de DA y de

acetilcolina. Hay controversia en los mecanismos que explican como la
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modulacién de los receptores sobre las terminales presinapticas modifica la
concentracion de DOPAC que se libera de las terminales de neuronas
dopaminérgicas. En ocasiones los efectos de los agonistas y antagonistas de
receptores sobre las terminales dopaminérgicas son contradictorios y por lo tanto
no son bien entendidos. A continuacién haré una revisién de algunos de los
hallazgos de los efectos de la modulacién de dichos receptores sobre los niveles
de DOPAC cerebrales. Por otra parte existen farmacos que afectan la
neurotransmision dopaminérgica por mecanismos distintos a la activacion de
receptores y que también modifican las concentraciones cerebrales de DOPAC.
Como por ejemplo, farmacos que vacian a las vesiculas sinapticas de DA 6 que
inhiben al DAT. Es importante sefialar que las modificaciones en los niveles de DA
que inducen diversos farmacos deben repercutir en los niveles de DOPAC.

El DOPAC que se detecta en el cerebro proviene fundamentalmente del
metabolismo de [a DA en las neuronas dopaminérgicas. Se ha propuesto que el
DOPAC liberado del estriado se genera a partir de la DA citoplasmica y no de la
DA que es liberada y recapturada (Zetterstrom y col. 1988).

Como se menciond, el DOPAC es formado principalmente a partir de la
accion de la MAO sobre la DA. En el estriado, la MAO A es la principal enzima
responsable del catabolismo de la DA (Zumstein y col. 1981, Garrett y Soares,
1990). Los inhibidores de la MAO, IMAO, disminuyen la formacién de DOPAC en
el cerebro. Se ha estudiado el efecto de los IMAO sobre los metabolitos acidos de
la DA en el estriado y se ha observado que inducen una marcada disminucién de

DOPAC en las terminales sobre todo la clorgilina (Dyck y col. 1993).
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Se ha determinado simultaneamente la tasa de formacion de DA y DOPAC
en varias areas cerebrales y se ha observado que la tasa de formacion de DOPAC
a partir de DA es similar en los diferentes nucleos cerebrales ya que la relacién
DA/DOPAC es similar pero la concentracion de DA y DOPAC varia en el cerebro
dependiendo del grado de la inervacion dopaminérgica de cada ntcleo cerebral en
particular (Westerink y Spaan, 1982).

Los agonistas de los receptores de glutamato al activar sus receptores
especificos modifican indirectamente los niveles de DOPAC en el cerebro.
Asi por ejemplo se ha reportado que la administracion de kainato mediante
microdialisis aumenta el nivel de DOPAC en el estriado (Kabuto y col. 1994). Sin
embargo el acido domoico, un aminoacido excitotéxico, aumenta la liberacion de
DA y disminuye los niveles de DOPAC en el estriado (Arias y col. 1998).

La fenciclidina un antagonista del receptor al NMDA e inhibidor del DAT
también tiene efectos sobre los niveles de DOPAC. Se ha encontrado que la droga
fenciclidina induce un incremento en el nivel de DOPAC en la corteza prefrontal
pero no en el estriado (Umino y col. 1998) y se ha descrito que la fenciclidina
incrementa el recambio de DA en el cerebro al incrementar la liberacion de DA
(Jentsch y col. 1997). Otros investigadores han mostrado que en las ratas la
fenciclidina decrece el DOPAC en el cerebro en désis de 1mg/kg (Chapman y col.
1990).

Los niveles de DOPAC se madifican con la edad y también posiblemente su
transporte. Se ha encontrado que el nivel de eflujo de DOPAC esta disminuido en
animales envejecidos (Gerdhardt y Maloney, 1999), indicando una posible

disminucion ya sea de la DA que es el precursor del DOPAC 6 una disminucion de
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su transporte. A este respecto, en neuronas catecolaminérgicas se ha observado
que en el coliculo superior el recambio de DA pero no de serotonina es menor en
ratas viejas respecto a ratas jovenes (Herrera y col. 1991) indicando una sintesis
posiblemente menor y por tanto se infiere, menos formacion y transporte de
DOPAC y de otros metabolitos de la DA.

Varios farmacos con actividad sobre los receptores de DA alteran la
concentracion de DOPAC en el medio externo cerebral. Asi por ejemplo el
agonista dopaminérgico, bromocriptina, reduce los niveles de DOPAC inicialmente
pero después de 1-4 h incluso eleva ligeramente los niveles de DOPAC (Jackson y
col. 1990). El antagonista dopaminérgico, sulpiride, incrementa el nivel de DOPAC
en el estriado (Hofmann y col. 1979). Los antipsicéticos, clozapina y haloperidol,
que son antagonistas de diferentes tipos de receptores dopaminérgicos
incrementan el metabolismo de la DA en las terminales elevando la concentracion
de DOPAC, ya que al inhibir la liberacion de DA estimulan su degradacion
intracitoplasmatica (Chrapusta y col. 1993). La risperidona un antagonista D2 y de
serotonina 2 incrementa la concentracién de DOPAC en el estriado (Grimm y See,
1998). Asimismo ratones carentes genéticamente del receptor de DA tipo D4
presentan niveles incrementados de DOPAC asi como de DA en el estriado y
estos ratones son supersensibles a los efectos de etanol, cocaina y metanfetamina
(Rubinstein y col. 1997).

También se han descrito alteraciones en el nivel de DOPAC inducidas por
agonistas del receptor de acetilcolina. Por ejemplo, la tacrina, un inhibidor de Ia
acetilcolinesterasa, al elevar la concentracion de acetilcolina provoca un

incremento de los niveles externos de DOPAC en preparaciones de estriado,
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efecto que es inhibido por la mecamilamina, antagonista del receptor nicotinico de
acetilcolina (Warpman y col. 1996). Por otra parte se ha descrito que la nicotina,
administrada de forma aguda al cerebro por una canula de microdialisis
incrementa los niveles de DOPAC en el estriado (Leikola-Pelho y col. 1990). La
nicotina aplicada a rebanadas de estriado también aumenta la liberacion de DA
espontanea y disminuye la liberacién de DA evocada por K* alto; simuitaneamente
la nicotina aumenta la liberacién de DOPAC en el estriado (Dluzen y Anderson,
1998).

Los antidepresivos, que inhiben la captura de DA también afectan los
niveles de DOPAC. Por ejemplo, el antidepresivo, nomifensina, que es un
inhibidor del DAT disminuye los niveles de DOPAC en el estriado al inhibir la
captura de DA (Ayala y Jaffe, 1993).

La liberacién de DA inducida por anfetamina decrece los niveles de DOPAC
cerebral (Elverfors y Nissbrandt, 1992), esto es explicable, ya que la DA es sacada
por la accidon de la anfetamina ocasionando con esto que disminuya la DA
citoplasmica disponible para el ataque de la MAO, provocando por tanto que se
inhiba la formacion intracitopiasmica de DOPAC. La cocaina, como la anfetamina,
disminuye los niveles de DOPAC en el estriado, mientras que el GBR-12909, otro
inhibidor de la captura de DA, incrementa al DOPAC en el cerebro (Karoum y col.
1994). La anfetamina administrada crénicamente también incrementa los niveles
de DOPAC en el estriado (Dietze y Kuschinsky, 1994).

El precursor de la DA, la L-dopa, modifica los niveles de DOPAC en el
cerebro. Se ha estudiado el efecto de la administracién de altas doésis de L-dopa -

carbidopa sobre los niveles de metabolitos de la DA, se ha observado que el
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DOPAC se incrementa marcadamente (Mannisto y Tuomainen, 1991). En acuerdo
con esta observacién la oxidacién de la DA por la MAO en el caudado-putamen de
lﬁonos tratados con L-dopa, se incrementa y por tanto también se incrementa el
nivel de DOPAC en el estriado (Di Monte y col. 1996).

Se ha estudiado el efecto del DOPAC sobre la liberacion de DA en
sinaptosomas de estriado. El DOPAC parece ejercer efectos negativos sobre la
concentracion de DA extra-estriatal, ya que se ha observado que la inyeccion de
DOPAC intracerebral decrece los niveles de DA estriatal medida por microdialisis y
deteccién por HPLC acoplado a deteccion electroquimica 24 h después de la
in.yeccién de DOPAC (Shiekhattar y col. 1992).

Las drogas que sacan DA de su sitio de almacenaje incrementan el nivel de
DOPAC cerebral. Por ejemplo, se ha observado que el acido amfonélico inhibidor
del VMAT incrementa el nivel de DOPAC externo en el estriado y en el nicleo
acumbens, dicho compuesto inhibe la elevacion de DOPAC inducida por clozapina
y potencia la elevacion de DOPAC inducida por haloperidol (Rivest y Marsden,
1992, Gudelzki y col. 1992). Finalmente, usando la microdialisis cerebral también
se ha mostrado que la administracion de L-dopa induce un incremento de la
liberacién de DA pero no de la liberacion de DOPAC en situaciones en las que las
vesiculas de DA estan dafadas por tratamiento con bloqueadores del transporte
vesicular de DA tales como reserpina y TBZ. Una segunda aplicacién de L-dopa
junto con reserpina disminuye la concentracion de DOPAC pero no la aplicacion
de .TBZ junto con L-dopa, indicando que los efectos de TBZ y reserpina no son

idénticos y que el sitio de almacenamiento de DA es importante en los efectos de
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la L-dopa y cambios en el almacenamiento inducen cambios en el metabolismo de

la DA (Xu y col. 1988).

2.5. Transporte de DOPAC al medio externo

Los medios de transporte de DOPAC al exterior no son conocidos con
precisién pero varias investigaciones han descubierto aspectos del mecanismo de
su liberacién. Un grupo de investigadores ha mostrado, empleando la deteccion de
DOPAC por HPLC acoplado a la deteccion electroquimica, la existencia de las
bombas de transporte activo de DOPAC y HVA en las terminales dopaminérgicas
los cuales dependen de la existencia de un potencial de membrana a través de la
terminal nerviosa ya que la despolarizacion con K* 120 mM induce una
disminucion del eflujo de DOPAC (Miyamoto y col. 1991).

Este mismo grupo ha mostrado que la N-metil maleimida un inhibidor de la
ATPasa de H* inhibe el transporte de DOPAC en neuronas de DA (Miyamoto y col.
1993), ya que la administracion de este compuesto provoca una caida de los
niveles de DOPAC expulsado de [as terminales. Esto es alin novedoso puesto que
a nuestro conocimiento no se ha estudiado desde entonces en detalle cuales son
fas moléculas proteicas involucradas en el transporte y simplemente se ha
sugerido que las bombas de transporte de DOPAC son dependientes de ATP, y
que hay una relacién entre la ATPasa dependiente de H* y el transporte de
DOPAC en las neuronas catecolaminérgicas.

Es de interés mencionar que este grupo de investigadores estudié los
efectos del potencial de membrana sobre el eflujo de 5-HIAA metabolito principal

de la serotonina en varios nucleos del cerebro con inervacién serotoninérgica,
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como la corteza cerebral, el tAlamo, el hipotalamo y el ntcleo del rafé usando la
técnica de HPLC para medir la serotonina y sus metabolitos y encuentran que el
incremento de K* externo de 4-120 mM induce una caida de los niveles de 5-
HIAA, decremento que es proporcional al incremento de K* externo. Postulan que
el 5-HIAA es movido del interior de la neurona al espacio extracelular por un
mecanismo de transporte activo acoplado al potencial de membrana del mismo
tipo que se postula para el DOPAC (Miyamoto y col. 1990).

Otras evidencias que muestran que existe un transportador de aniones se
basan en las observaciones que han demostrado que la droga probenecid un
inhibidor del transportador de aniones en las neuronas induce la acumulacion de
DOPAC conjugado en el estriado, que es el ester que se forma por la reaccién de
2 moléculas de DOPAC (Elchisak y col. 1977). Esta observacion de la formacion
de DOPAC conjugado intraterminal indica que debido a las altas concentraciones
que alcanza el DOPAC dentro de las terminales dopaminérgicas bajo estas
condiciones de tratamiento con probenecid, es posible que se formen esteres
(dimeros de DOPAC) dentro de dicha terminal.

Otra evidencia que sugiere la existencia de un transportador para el
DOPAC proviene del uso de farmacos que son capaces de blogquear dicho
traﬁsporte. Por ejemplo, se ha descubierto que el herbicida 2,4-D (acido 2-4-
diclorofenoxiacético) inhibe el transporte de DOPAC e inhibe su recaptura (Elo y
MacDonald, 1989). Este comportamiento es de esperarse si el DOPAC es extruido
por un sistema de transporte especifico en las neuronas dopaminérgicas.

Otra evidencia de la existencia de un sistema de transporte activo proviene

del uso de drogas como glizipide, una sulfonilurea que induce un aumento los
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niveles intracelulares de DOPAC y HVA en neuronas dopaminérgicas y los niveles
de estos acidos son decrecidos en el medio. Este hecho sugiere la presencia de
un transporte de DOPAC sensible a sulfonilurea en las celulas PC12. Se ha
mostrado que dicho transporte de DOPAC es unidireccional, dependiente de ATP,
no es afectado por TTX 6 ouabaina y es bloqueado por drogas que inhiben a
proteinas de resistencia a multidrogas. En ratas por microdialisis se ha mostrado
que el glizipide induce una disminucidn de los niveles externos de DOPAC
también. Concluyeron que los metabolitos acidos de la DA son secretados
activamente de las células dopaminérgicas por un transportador no descrito
previamente que tiene homologia con el transportador de aniones (Lamensdorf y
col. 2000a). Este mismo grupo ha mostrado que el glizipide incrementa Ia
retencion citoplasmica de DOPAC y HVA indicando un bloqueo de su transporte
hacia el medio externo. También han descrito que la acumulacion de DOPAC
intracelular inducida por el glizipide inhibe la actividad de la TH por un mecanismo
de inhibiciéon por producto final (Lamensdorf y col. 2000b).

Se ha descrito que en la isquemia cerebral se produce una inhibicién de la
extrusion de DOPAC hacia afuera de las terminales ya que la isquemia induce un
incremento de DOPAC en el tejido y un decremento de DOPAC en el estriado
indicando que existe un sistema de transporte activo del metabolito, que involucra
el uso de ATP cuya concentracién cae marcadamente en la isquemia cerebral
(Phebus y col. 1995). Otras investigaciones han descrito que la hipoxia induce
cambios en el metabolismo de la DA en el cerebro en células en cultivo. Por otra
parte se ha descubierto que la hipoxia induce incremento del DOPAC en el interior

de las células dopaminérgicas cultivadas asi como en el medio externo (Gao y col.
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1999). Lo que corroboraria las observaciones hechas in vivo sobre el
comportamiento det DOPAC en la anoxia.

Finalmente debemos mencionar que en la anoxia hay una disminucién de la
formacion de DOPAC ya que la enzima MAO usa como substrato el oxigeno para
formar DOPAC a partir de DA.

Ei nivel de DOPAC cerebral se modifica en enfermedades neuroldgicas, por
ejemplo, se ha mostrado alteraciones en los niveles de DOPAC en el raton
weaver; un ratén que sufre degeneracion de la via dopaminérgica, ya que hay una
disminucion de la cantidad de DOPAC cerebral respecto a la que se observa en
los ratones silvestres (Reader y col. 1999). Por otra parte se ha descrito que en
ratas diabéticas hay un nivel de DOPAC disminuido en el estriado debido a una
reduccién en la sintesis de DA estriatal que ocurre a causa de la diabetes (Kwok y
col. 1985).

Por su parte en humanos se ha descubierto que en los parkinsénicos
tratados con L-dopa los niveles de DOPAC estan incrementados (Ahiskog y col.
1996a). Se ha observado que el 40% de los enfermos de Parkinson no tratados
presentan niveles mas elevados de DOPAC respecto a la poblaciéon que no
presenta dicha enfermedad (Ahiskog y col. 1996b). Estas investigaciones han
mos;trado que los niveles de DOPAC estan incrementados en los pacientes

parkinsénicos tratados con L- dopa (Ahlskog y col. 1996a).
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APENDICE 3.
BLOQUEADORES DE LOS CANALES DE SODIO COMO
NEUROPROTECTORES

Los neuroprotectores son compuestos farmacolégicamente activos que
previenen el dafo celular inducido por agentes neurotoxicos sobre neuronas del
sistema nervioso central (SNC). Varios investigadores han revisado los estudios
de la neuroproteccion en la isquemia cerebral y proponen que los bloqueadores de
canales de Na*, pudieran ser neuroprotectores potencialmente efectivos (Taylor y

Meldrum, 1995; Urenjak y Obrenovith, 1996; Taylor y Narashimhan, 1998).

3.1. Isquemia cerebral y epilepsia como modelos de dafio neuronal

La mortalidad y los déficits neuroldgicos debidos al trauma cerebral, infarto
cardiaco ¢ asfixia perinatal tienen gran efecto sobre la salud publica. El infarto
cerebral es la tercera causa mas comun de muerte en EU, la primera de
deshabilitacion seria y causa de la mayoria de las hospitalizaciones neuroldgicas
(Urenjak y Obrenovitch, 1996). Se ha estudiado la isquemia cerebral debida a
infartos e investigado drogas para combatir los efectos de la isquemia, sin
embargo aun no se logra una droga efectiva capaz de proteger a las neuronas de
la isquemia cerebral. Existen varias estrategias terapelticas contra el trauma
cerébral tales como el uso de drogas que atrapan radicales libres, drogas que

previenen la toxicidad mediada por glutamato, drogas que preservan la

93




homeostasis de Ca®* y drogas que mejoran la circulacidn cerebral. Por el contrario
la modulacion farmacolégica de los canales de Na* sensibles a voltaje para tratar
el trauma cerebral ha recibido poca atencién.

Los canales de Na' sensibles a voltaje son responsables para iniciar y
conducir el potencial de accién. Los canales de Na® afectan la duracién y la
frecuencia del disparo neuronal repetido. En las terminales nerviosas los canales
de Na' pueden potencialmente influir en la liberacién de neurotransmisor de las
vesiculas presinapticas. El propédsito de esta seccion es demostrar que la
modulacién hacia abajo de los canales de Na* es una estrategia racional y efectiva
para proteger al tejido nervioso en condiciones asociadas con un déficit de la
irrigacion sanguinea (isquemia cerebral) 6 en casos de actividad cerebral
desmesurada como en el caso de la epilepsia.

En el cerebro mucha de la energia se gasta en mantener los gradientes de
Na* y K* a través de la membrana neuronal (Erecinska y Dagani, 1990; Erecinska
y col. 1991). Durante la isquemia 6 la hiperexcitabilidad neuronal hay un marcado
influjo de Na® hacia el interior de las neuronas que es neurotéxico directa e
indirectamente.

Una definicion extendida de darfio cerebral incluiria cualquier situacion en
donde la demanda de energia cerebral es mayor que su suministro. Por ejemplo,
la isquemia cerebral que implica reduccién del flujo sanguineo, la hipoglicemia, la
hipotension, las convulsiones sostenidas, la deficiencia en la sintesis mitocondrial
de ATP, todas estas condiciones causan dafio neuronal.

La cerebroproteccion por consiguiente no sélo se restringe a mejorar la

reperfusion local sino que también requiere disminuir la demanda metabdlica.
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Como la mayor parte de la energia que consume el cerebro se usa para mantener
los gradientes iénicos a través de las membranas excitables, una manera efectiva
de reducir la demanda energética es disminuyendo la activacién de los canales de
Na*

La tasa metabodlica cerebral de consumo de oxigeno y de consumo de
glucosa es la suma del metabolismo residual y el metabolismo de activaciéon. El
metabolismo residual sustenta a los procesos celulares basales que persisten adn
cuando se elimine la actividad funcional. El metabolismo de activacién depende del
estado funcional del cerebro y varia con la actividad sinaptica y eléctrica del mismo
(Astrup, 1982).

La actividad metabdlica cerebral humana se puede medir empleando
tomografia de emisién de positrones (con deoxiglucosa marcada con '®F). Con
esta técnica se ha observado que la tasa metabdlica cerebral de consumo de
oxigeno aumenta 3 veces con los disparos neuronales sincronicos de las
convulsiones epilépticas ( Sokoloff, 1993)

La mayor parte de la demanda energética acoplada a la actividad funcional
del cerebro se usa para el transporte idénico. La principal funciéon del SNC es la
generacién y transmisién de los potenciales de accion. Estos potenciales de
accién no consumen energia por si mismos, pues son consecuencias eléctricas
pasivas del movimiento de Na* de afuera hacia adentro y de K* de adentro hacia
fuera cuando la membrana es despolarizada. Lo que consume energia metabdlica
es la restauracion de los gradientes idnicos para regresar a la membrana al

potencial de reposo. ( Erecinska y Silver, 1989; Sokoloff, 1993).
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3.2. La isquemia cerebral y los canales de Na'

Los canales de Na' dependientes de voltaje son esenciales para la
actividad del SNC ya que la apertura de dichos canales induce la despolarizacion
neuronal y genera el potencial de accion.

Cuando se considera la cerebro-proteccion, la isquemia es un desbalance
entre el suministro y la demanda de energia de las neuronas. La reduccion de la
tasa metabdlica por barbituricos 6 la hipotermia es por tanto responsable probable
de sus ‘efectos neuroprotectores en la isquemia cerebral (Kass y col. 1992; Dietrich
y col. 1993) . La modulacién hacia abajo de los canales de Na* sensibles a voltaje
es una manera efectiva de reducir una parte de la demanda de energia a causa de
que gran parte de la energia consumida en el cerebro es usada para el
mantenimiento de los gradientes iénicos a través de las membranas celulares alun
cuando la actividad sinaptica es abolida (Astrup y col. 1982; Erecinska y Silver,
1989).

Estd bien documentado que un altisimo porcentaje de la demanda de
energia acoplada a la actividad funcional del cerebro es usada para el transporte
de idnes (Ames y col. 1992). Por ejemplo, el mecanismo primario protector de los
barbituricos se ha atribuido a su habilidad para reducir la tasa metabdlica. Se ha
reportado que la disminucién en el consumo de glucosa que producen los
barbitdricos resulta en una reduccion notable de la actividad eléctrica registrada

del EEG (Astrup y col. 1982).
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3.3. Mecanismo de acoplamiento del metabolismo energético con el
transporte i6nico transmembranal

El consumo de glucosa acoplado a la actividad neuronal se usa
principalmente para el mantenimiento de los gradientes iénicos transmembranales.
Consistentemente, la estimulacién eléctrica de las neuronas aumenta la captura
de 2-desoxiglucosa de manera directamente proporcional a su frecuencia de
disparo y de manera sensible al inhibidor de la ATPasa de Na'/K*, ouabaina (Mata
y col. 1980).

En las terminales nerviosas cerebrales aisladas el consumo basal de
oxigeno se eleva mas de 2 veces por la veratridina de manera sensiblea TTX y a
ouabaina, lo que indica que la estimulacién de la respiracion y el aumento del
recambio de ATP que induce la veratridina en sinaptosomas estan directamente
acoplados al influjo de Na* (Erecinska y Dagani, 1990; Gleitz y col. 1993).

La entrada sostenida de Na® que induce la veratridina a altas
concentraciones incluso destruye rapidamente (30 min) a las neuronas de

. hipocampo de rata cultivadas en medios carentes de Ca®*, ya que el remplazo del
Na® externo por el cation colina protege a dichas neuronas de la muerte qué
induce la veratridina (Rothman, 1985).

En un estudio reciente se ha mostrado que el bloqueo de los canales de
Na® dependientes de voltaje retarda la despolarizacién anéxica inducida por
arresto circulatorio en la corteza cerebral de la rata (Xie y col. 1995).

En neuronas del hipocampo, la anoxia severa produce aumentos en el Na*
y el Ca®* internos, asi como hinchamiento y formacion de vacuolas intracelulares

en las neuronas. Esta toxicidad inducida por la anoxia se debe al influjo de Na* ya
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que la remocidn del Ca?* externo bloguea los incrementos de Ca®* internos en las
neuronas pero no previene el hinchamiento y el dafo neuronal (Friedman y
Haddad 1993, 1994a, 1994b). En neuronas de los ganglios basales (estriado) en
cultivo también se ha reportado una contribucién del influjo de Na* al dafo
neuronal producido por anoxia-aglicemia (Goldberg y col. 1986).

En resumen, la entrada excesiva de Na* a las neuronas inducida tanto por
la veratridina como por la anoxia parece estar directamente relacionada con la
induccion del dafio neuronal. Los ejemplos anteriores son consistentes con la
hipétesis de que los farmacos capaces de producir una modulacion negativa de

los canales de Na* son cererebroprotectores potenciales.

3.4. Carga intracelular de Na* y homeostasis del Ca?*

La hipdtesis de sobrecarga de Ca?* (incremento en el Ca** libre intracelular
que dispara una cascada de eventos dafinos a la célula via la activacién de
proteasas, fosfolipasas y endonucieasas) es una hipbtesis de las causas del dafio

. neuronal (Choi y col. 1995). Sin embargo, la neurotoxicidad inducida por influjo
excesivo de Na* como el provocado por veratridina 6 anoxia, puede incluir un
componente de Ca®* causado por la entrada sostenida de Na*. Los canales de
Ca®* serian rutas obvias de entrada de Ca®* después de la entrada de Na* a causa
de que se despolariza la membrana. En este sentido el influjo de Ca®" en
condiciones de anoxia es parcialmente dependiente de activacion de canales de
Ca?" tipo L y N (Madden y col. 1990). Sin embargo el influjo de Ca®* inducido por
veratridina es dependiente en menor grado de bloqueadores de canales de Ca?",

indicando que el Ca?* entra a la neurona por otro mecanismo. Bajo condiciones
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basales el intercambiador de Na'/Ca®* contribuye al mantenimiento de la
concentracion baja de Ca?' interno extruyendo 1 Ca** por 3 Na', un proceso
manejado por el gradiente de Na'. La despolarizacion puede revertir este
mecanismo transportando al Na* fuera y al Ca®* hacia adentro. La carga de Ca®*
subsecuente a la reversién del intercambiador Na*/Ca®* ha sido documentada
para el corazén anoéxico y el nervio optico (Haigney y col. 1992; Stys y col. 1992).
La reversion del intercambiador Na*/Ca®* ha sido demostrada en neuronas y en
sinaptosomas en situaciones que mimetizan la hipoxia y la disminucién de

produccion de ATP (Dagani y col. 1990; Wakade y col. 1993).

3.5. Carga intracelular de Na* y liberacién de glutamato

La liberacion excesiva de glutamato y/o la sobre-estimulacion de los
receptores glutamatérgicos particularmente del tipo ionotrépico se ha propuesto
que juegan un papel principal en el dafio neuronai. La concentracién de glutamato
dentro de las neuronas bajo condiciones de reposo es 10,000 veces mayor que en
el medio extracelular. Este gradiente de glutamato es mantenido por los
transportadores de dicho aminoacido excitatorio que se encuentran en la porcidn
presinaptica de las neuronas y en las células gliales.

Los transportadores de neurotransmisores, incluyendo al transportador de
glutamato, son estrictamente dependientes del gradiente de Na*. El aumento en la
concentracién interna de Na* inducido por veratridina & por anoxia debe resultar
en un funcionamiento reverso del transportador de glutamato (Nicholls y Attwell,
1990). El bloqueo de la entrada de Na" al reducir la liberacién de glutamato

- -también reduciria la excitotoxicidad neuronai mediada por liberacién de glutamato.
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Durante la anoxia la carga de Na® intracelular excesiva puede inhibir la
glucdlisis ya que la piruvato-cinasa es inhibida por altas concentraciones de Na”.
Consistentemente se ha encontrado que la TTX aumenta la tasa de glucdiisis
anaerobia y protege de la marcada reduccion de la sintesis de ATP anaerobia que
induce el tratamiento con veratridina en condiciones de anoxia (Gleitz y col. 1993).

E! bloqueo selectivo de los canales de Na* por TTX, claramente incrementa
la tolerancia anodxica de las neuronas. En el hipocampo de rata, la TTX al bloquear
al canal de Na* reduce la caida en las concentraciones de ATP durante la anoxia
por 5-10 min y mejora la recuperacién de la actividad de disparo de las neuronas
piramidales del hipocampo. En neuronas piramidales del hipocampo, la TTX
previene del dario producido por anoxia y aglicemia (Boening y col. 1989; Weber y
Taylor, 1994) y en neuronas de corteza cerebral, atenua la despolarizacion de la
capa 2 y 3 de neuronas piramidales de la corteza cerebral que se produce en la
anoxia cerebral (Rosen y col. 1994). La TTX protege contra el dafio neuronal en el
hipocampo inducido por exposiciéon de las neuronas a hipoglicemia 6 al cianuro
(CN’) que inhibe la respiracion neuronal (Tasker y col. 1992; Vornov y col. 1994).
La TTX reduce la muerte en neuronas corticales privadas de oxigeno y glucosa
durante 40-50 min. En el nervio 6ptico la TTX mejora la recuperacion funcional de
las neuronas que ocurre post-anoxia cerebral (Goldberg y Choi, 1993; Lynch y col.
1995). EI bloqueo de los canales de Na* dependientes de voltaje disminuye la
demanda de energia de las neuronas. La TTX en el hipocampo de rata reduce de
manera dependiente de doésis la ruerte neuronal que se produce después de la

isquemia cerebral en ratas y en gerbos (Lysko y col. 1994).
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3.6. Vinpocetina

La vinpocetina se usa en el tratamiento de enfermedades
cerebrovasculares leves acomparnadas por hipoxia e isquemia (Hadjiev y
Yancheva, 1976; Otomo y col. 1985) y se vende como vasodilatador periférico
para el tratamiento de la demencia senil. En modelos animales experimentales, la
vinpocetina incrementa la tolerancia a la anoxia (Biro y col. 1976; King y col.1987),
inhibe la muerte neuronal retardada subsecuente a isquemia cerebral global y
reduce el tamafio de la lesibn en modelos de trauma cerebral (Rischke y
Krieglstein, 1990). La vinpocetina incrementa la sobrevivencia de animales
expuestos a una atmoésfera de nitrégeno y carente de oxigeno (King y col. 1987).
En isquemia global la vinpocetina administrada 15 min antes ¢ inmediatamente
después de la hipoxia cerebral redujo la muerte neuronal en el hipocampo de la
rata (Sauer y col. 1988; Rischke y Kriegistein, 1990). La administracion de altas
doésis de vinpocetina son menos efectivas para el tratamiento de la isquemia
cerebral ya que la presion arterial es disminuida (Rischke y Kriegistein, 1990). En
la oclusion de la arteria cerebral media inducida experimentalmente la vinpocetina
reduce el voliumen de infarto cortical (Rischke y Krieglstein, 1990). La vinpocetina
muestra actividad anticonvulsiva si es preadministrada en ratones tratados con
metrazol agente usado para inducir convulsiones epilépticas (Palosi y Szporny,
1976). In vitro la vinpocetina potencia la actividad neuroprotectora de la adenosina
en contra de la hipoxia inducida por cianuro de sodio, NaCN, en cuitivos
neuronales, sugiriendo que el efecto neuroprotector de la vinpocetina puede ser

mediado por adenosina (Kriegistein y Rischke, 1991).
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El mecanismo cerebroprotector de la vinpocetina no esta resuelto, puede
‘resultar de sus efectos de aumento del flujo cerebrovascular (Bencsath y col.
1976) y por una accion directa (Rischke y Krieglstein, 1990). La vinpocetina tiene
una gran cantidad de blancos, tiene una actividad antagonista sobre los canales
de Ca®* a 100 puM (Kaneko y col. 1990), interacciona con los receptores de
glutamato ya que a 100 uM, la vinpocetina desplaza el enlace de [*H]MK-801 en
membranas cerebrales de cobayo (Kaneko y col. 1991; Kiss y col. 1991), y
proporciona proteccion a las neuronas contra excitotoxinas de tipo glutamatérgico
(Miyamoto y col. 1989; Erdo y col. 1990; Kiss y col. 1991). Todas estas acciones
ocurren a altas concentraciones y a bajas concentraciones no presenta estos
efectos. Recientemente se ha sugerido que los canales de Na* dependientes de
voltaje pueden ser el blanco predominante de la vinpocetina a las concentraciones
terapeliticas (Lakics y col. 1995b). La vinpocetina inhibe la muerte neuronal en
cultivos primarios de corteza cerebral de rata inducida por veratridina en una
manera dependiente de concentracion y bloquea el efecto de la veratridina
totalmente. Este efecto neuroprotector de la vinpocetina es dos ordenes de
magnitud mayor que la potencia de la fenitoina contra la neurotoxicidad de la
veratridina (Lakics y col. 1995a, 1995b). Las propiedades de la vinpocetina se

describen a continuacién de manera detallada.

3.6.a. La vinpocetina y la isquemia cerebral
Hay evidencias experimentales que muestran que la isquemia cerebral es

una de las principales causas de dafio cerebral ya que induce la muerte neuronal,
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y existen experimentos que sugieren que la vinpocetina protege contra la muerte
neuronal inducida por la isquemia cerebral. La vinpocetina mejora el flujo cerebral
y la utilizacion de glucosa en animales 7 dias post-isquemia cerebral inducida
experimentalmente (Rischke y Krieglstein, 1990). La vinpocetina protege contra el
dafio causado por la isquemia cerebral experimental ya que la vinpocetina
disminuye la muerte neuronal inducida por esta condicién (Rischke y Kriegistein,
1991). Asimismo, la vinpocetina previene el dafio neuronal en el hipocampo de
rata inducido por la isquemia cerebral que provoca la liberacién de glutamato en el
hipocampo (Araki y col. 1990a, 1890b, 1991b). La vinpocetina protege del dafio
neuronal en el hipocampo inducido por isquemia cerebral, en el gerbo y en
ratones (lino y col. 1992; Sauer y col. 1988). A este respecto se ha hecho una
revision de los datos clinicos de los efectos de la terapia de la vinpocetina en el
tratamiento de la isquemia cerebral inducida por trauma cerebral y se ha
encontrado que la vinpocetina puede ser neuroprotectora en la isquemia cerebral
en pacientes que han sufrido derrame cerebral (Bereczki y Fekete, 1999). La
vinpocetina aumenta la utilizacion de glucosa cerebral y disminuye la formacién
del edema cerebral después de la obstruccion de la arteria cerebral media
(Borzeix y Cahn, 1984; Araki y col. 1992c). La vinpocetina protege de la
disminucion en el “binding” de [*HJAMPc que produce la isquemia cerebral en
cerebro del gerbo (Araki y col. 1992a, 1992b; Araki y col. 1993b).

El compuesto VAQ045, un derivado de la vinpocetina, atenua el dafo
inducido por la hipoxia y por la adicién de glutamato a las neuronas de la corteza
cerebral de la rata (Uchiyama y col. 1996). Por su parte, en otras investigaciones

se ha descrito los efectos protectores de la vinpocetina sobre las consecuencias
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letales de la hipoxia en el ratén ya que el pretratamiento con vinpocetina retarda la
muerte de los ratones sometidos a anoxia (King y col. 1987).

La vinpocetina protege contra la desaparicion de la sefial eléctrica dei EEG
en pacientes que han sufrido de enfermedad cerebrovascular cronica, incrementa
la magnitud bioeléctrica del EEG, mejora la amplitud del ritmo «, incrementa ia
frecuencia del ritmo B cerebral e induce un incremento en el espectro de potencia
del EEG y decrece la cantidad de ondas 6 cerebrales en dichos pacientes
(Martucci y col. 1984).

La vinpocetina no modifica las respuestas eléctricas transcallosas (corriente
conducida a través del cuerpo calloso) en ratas indicando que no afecta la
comunicacion interhemisférica cerebral (Okuyama y Aihara, 1988). El derivado de
la vinpocetina, VAO45, protege contra las alteraciones tales como la desaparicion
y la disminucion de la sefal eléctrica en el EEG inducida por el dafio cerebral que
se produce en la vejez, asimismo incrementa el flujo sanguineo cerebral y también
mejora la ejecucion de la prueba de evitacion pasiva en ratas que es una prueba
de memoria lo que indica que dicho derivado de la vinpocetina mejora la memoria

(Okuyama y col. 1994).

3.6.b. La vinpocetina y los canales de Na*, Ca?' y K*

Como se menciond en la seccion 1.2.c., la veratridina es una toxina que
aumenta la permeabilidad del canal de Na®, al impedir su inactivacion; la
vinpocetina protege a las neuronas de la corteza cerebral en cuitivo in vitro de la

muerte inducida por una alta concentracion de veratridina (100 pM). La vinpocetina
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protege contra los efectos neurotoxicos de la veratridina en las neuronas de la
corteza cerebral de la rata en cultivo por lo que este efecto se ha asociado con su
capacidad para bloquear a los canales de Na* (Erdo y col. 1990; Lakics y col.
1995a, 1995b; Erdo y col. 1996). Por ofra parte la vinpocetina inhibe el aumento
en el Na* interno inducido por veratridina en sinaptosomas (Tretter y Adam-Vizi,
1998; Sitges y Nekrassov, 1998; Sitges y Nekrassov, 1999).

Existen evidencias experimentales que muestran que la vinpocetina es un
bloqueador de los canales de Na" dependientes de voltaje en todas las células
que expresan dichos canales aunque no sean neuronas. Por ejemplo, La
vinpocetina inhibe la activacién de la corriente de Na® en miocitos cardiacos
inducida por veratridina (Wei y col. 1997b). La vinpocetina resulta tan potente
como la fenitoina (antiepiléptico) para bloquear los canales de Na® en neuronas
corticales de rata en cultivo (Molnar y Erdo, 1995). La vinpocetina y su analogo el
vincanol inhiben la unién de [*H]Saxitoxina a los canales de Na* de membranas
neuronales y protegen a las neuronas en cultivo contra la neurotoxicidad inducida
con veratridina a altas concentraciones (Erdo y col. 1996).

La veratridina induce la liberacién de varios neurotransmisores al inducir la
activacion de los canales de Na", inducir la entrada de Na* al interior de la terminal
nerviosa y provocar la liberacion de neurotransmisores por reversion del
funcionamiento de sus transportadores, en particular propicia la liberacién de
purinas en preparaciones de sinaptosomas de hipotalamo. La vinpocetina también
inhibe la liberacion de los neurotransmisores purinérgicos (adenosina) que induce

la veratridina en los sinaptosomas de esta regién cerebral (Fredholm y col. 1983).
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La vinpocetina inhibe la liberacion de los neurotransmisores excitadores
glutamato y aspartato inducida por 20 uyM de veratridina en terminales nerviosas
aisladas del estriado de la rata (Sitges y Nekrassov, 1999). Se ha estudiado el
efecto de la vinpocetina saobre la liberacion de neurotransmisores inducida por K*
alto en ratas viejas y se ha mostrado que la vinpocetina mejora la liberacion de DA
en ratas viejas, esta mejoria la logra al evitar la peroxidacion y mejorar el
acoplamiento entre el estimulo y la liberacidn de neurotransmisor por exocitosis en
la terminal sinaptica dopaminérgica y al mejorar la actividad de la ATPasa que
saca Ca?' de las neuronas que esta disminuida en su actividad en la vejez
(Wustmann y col. 1990).

Como con la aplicacién de veratridina, durante la isquemia cerebral también
aumenta la concentracién interna de Na® dentro de las terminales y por
consiguiente puede incrementar la liberacion de glutamato, que es un
neurotransmisor neurotdéxico. El aumento de Na® interno en las terminales
nerviosas reduce la recaptura de glutamato y propicia la reversion del
transportador de glutamato incrementando su liberacidn (Nicholls, 1989).

Por otra parte, a concentraciones mayores que las que bloquean al canal de
Na*, la vinpocetina también se ha reportado que inhibe las respuestas mediadas
por los canales de Ca®*" y de K*; por ejemplo, La vinpocetina inhibe la activacion
de los canales de Ca* dependientes de voltaje a concentraciones elevadas
(VSCC) (Kaneko y col. 1990). La vinpocetina es capaz de bloquear una corriente
de K* rectificada-retardada con mas potencia que las corrientes de Ca®* de alto
umbral (Bukanova y Solntseva, 1998). El compuesto GTP ciclico, un nucleétido,

imita el efecto potenciante de la vinpocetina sobre la corriente A (la, corriente de
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canal de K') de alto umbral en las neuronas de molusco indicando similitud de
efectos con la vinpocetina en esta preparacion (Solntseva y Bukanova, 1999). La
vinpocetina en las células de linea de la hipdfisis GH3 incrementa la amplitud de la
corriente de los canales de K* dependientes de Ca?*, estimulando un incremento
en la frecuencia de apertura del canal de K*(Caz‘), al interaccionar la vinpocetina
directamente con el canal y cambiar su umbral de voltaje de activacién a valores
mas bajos. De este modo la vinpocetina antagoniza los incrementos en la
frecuencia de disparo inducidos por la aplicacion de la hormona liberadora de
tirotropina, TRH (Wu y col. 2001). Se han efectuado estudios en neuronas de
moluscos sobre los efectos de la vinpocetina sobre los canales de K*, y se ha
encontrado que la vinpocetina induce incremento en la corriente transitoria de K*
(30%), mientras que la corriente de K* producida por el canal de K* rectificador
retardado fue inhibida (20%) y la corriente de K* dependiente de Ca?* fue inhibida

45% (Solntseva y col. 2001).

3.6.c. La vinpocetina como un agente neuroprotector de las respuestas
asociadas a la activacion de los receptores de glutamato

La vinpocetina potencia la accion neuroprotectora de agentes que basan su
efecto neuroprotector en su capacidad de bloquear al canal del receptor al NMDA
y al adenosina (Krieglstein y Rischke, 1991).

Si bien Ia vinpocetina no protege directamente contra la activacion de los
receptores NMDA, al parecer bloquea los efectos excitotdxicos posteriores a dicha
activacion. Por ejemplo, la vinpocetina previene de la muerte neuronal retardada

en el hipocampo del gerbo inducida por el agonista de receptores de glutamato,
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NMDA (Araki y Kogure, 1989). La vinpocetina protege a las neuronas de la corteza
cerebral obtenidas a partir de cultivo primario, del dafio excitotéxico debido a la
incubacién con altas concentraciones de glutamato, NMDA, AMPA y quisqualato
(Erdo y col. 1990). La vinpocetina actua como un agente antioxidante en la
neurotoxicidad inducida por el glutamato en la linea celular N18-RE-105
(Miyamoto y col. 1989).

En ovocitos que expresan al receptor NMDA cerebral, cuya expresiéon es
inducida después de inyectar el RNAmM de dicho receptor en el citoplasma del
ovocito, se ha observado que la vinpocetina a altas concentraciones (100 pM)
bloquea la funcion del receptor NMDA al bloquear el enlace de [*H]MK-801 a los
ovocitos (Kaneko y col. 1991). Quiza este efecto de desplazar a MK-801 de su
sitio de enlace es debido mas a la inhibicién del enlace de MK-801 a los canales
de Na" que a la competicion de la unién a los receptores NMDA, ya que Sitges y
col. (2000), han mostrado que el compuesto MK-801 se comporta como un
bloqueador de canal de Na* en adicion a su bien caracterizada capacidad de ser
un antagonista del receptor NMDA ya que inhibe los incrementos de Na*
intracelulares inducidos por veratridina en sinaptosomas del estriado.

La vinpocetina a concentracion de 40 uM én rebanadas de estriado de la
rata. antagoniza las respuestas del receptor de glutamato del tipo
AMPA/Quisqualato ya que se ha mostrado que es capaz de inhibir el enlace de
[*HJAMPA a preparaciones de membranas cerebrales asi como la liberacién de DA
y de [*H]Acetilcolina inducida por AMPA y quisqualato que son agonistas de

dichos receptores de glutamato (Kiss y col. 1991), esta inhibicion de la liberacion
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de DA y acetilcolina que es bloqueada por vinpocetina, también podria contribuir a

la capacidad neuroprotectora de la vinpocetina.

3.6.d. La vinpocetina y la memoria.

La vinpocetina mejora la ejecucién en pruebas de memoria en ratas
tratadas previamente con agentes que dafian la memoria como la escopolamina,
un antagonista colinérgico 6 por induccion de hipoxia, en la prueba de evitaciéon
pasiva en la rata (De Noble y col. 1986; De Noble y col. 1987). Adicionalmente se
ha observado que la vinpocetina atenua los dafios cognitivos inducidos por el
coagonista del receptor de GABA-A, flunitrazepam, que incrementa la
pérmeabilidad al CI" disminuyendo el aprendizaje (Bhatti y Hindmarch, 1987).

Otras investigaciones han estudiado los efectos de la vinpocetina sobre la
ejecucién en pruebas de memoria en pacientes afectados con IaA enfermedad
cerebrovascular crénica y han observado que mejora la memoria y la actividad
motora orientada a estimulos de dichos pacientes (Casale y col. 1984).

Otras investigaciones han mostrado que la vinpocetina incrementa la
formacién de LTP en el hipocampo de animales (Ishihara y col. 1989). Por otra
parte también se ha mostrado un efecto positivo de la vinpocetina scbre la LTP en
el giro dentado del hipocampo de la rata al incrementarlo (Molnar y Gaal, 1992).

La vinpocetina restaura la potenciacién de largo plazo (LTP) hipocampal
que se produce después de lesion del septum, que es un ndcleo colinérgico del
cerebro (Molnar y col. 1994). Por el contrario la vinpocetina a elevadas
concentraciones (100 puM) se ha reportado que es un agente psicogeriatrico que

bloguea la potenciacién sinaptica del hipocampo (Olpe y col. 1982).
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La vinpocetina disminuye el dafio del aprendizaje provocado por induccion

de ‘“kindling” cortical por estimulacion eléctrica en ratas (Becker y Grecksch,

1995).

3.6.e. Los efectos de la vinpocetina sobre el flujo cerebral

El derivado de la vinpocetina (VAOS5) induce relajacién sobre la actividad
muscular de la arteria cerebral vasilar del conejo (Yamada y col. 1995a). La
vinpocetina también tiene efectos relajantes sobre contraccidon muscular inducida
por el péptido vasoconstrictor endotelina 1, en la arteria coronaria del corazén. Se
ha propuesto que esta capacidad de la vinpocetina de relajar al masculo arterial
junto con su capacidad de bloquear los canales de Na® cardiacos puede ser la
responsable de sus efectos benéficos en algunas patologias cardiacas asi como
en la mejor circulacion cerebral (Lillestll y col. 1998). La vinpocetina también
induce un incremento de los niveles de GMPc intracelulares en las células del
musculo liso al inhibir a la fosfodiesterasa muscular responsable de degradar el
GMPc (Hagiwara y col. 1984) y es posible que este sea el medio principal por el
que induce la relajacion en las células musculares endoteliales de los vasos
sanguineos.

LLa vinpocetina tiene un efecto especifico sobre la actividad muscular de las
arterias cerebrales ya que induce relajacién muscular al inhibir la contraccion del
musculo liso de las venas y las arterias (Miyata y col. 1993). Al inducir esta
relajacién, la vinpocetina incrementa el flujo cerebral sanguineo (Sugawa y col.
1980). El VAQS5, también incrementa la circulacion cerebral en perros anestesiados

(Imamoto y col. 1984; Yamada y col. 1995b). La vinpocetina disminuye la
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resistencia en el flujo sanguineo cerebral en pacientes con enfermedad
cerebrovascular (Miyazaki, 1995), e incrementa el flujo cerebral en voluntarios
sanos (Lim y col. 1980). La vinpocetina incrementa el flujo cerebral y las funciones
mentales de pacientes con demencia debida a infartos cerebrales multiples y
disminuye el numero de zonas con isquemia cerebral (Hagstadius y col. 1984).

En 15 pacientes con derrame isquémico cerebral crénico la administracion
de vinpocetina indujo un aumento en el flujo regional cerebral y un aumento del
metabolismo de la glucosa en el talamo, los ganglios basales y la corteza visual
primaria en la regidn del trauma cerebral asi como en el hemisferio cerebral del

lado no dafado (Bonoczk y col. 2000).

3.6.f. La farmacocinética de la vinpocetina

Se ha estudiado la farmacocinética de la vinpocetina en humanos, es decir
su tasa de captura y eliminacion en el organismo y se ha observado que su
eliminacién es bifasica sugiriendo que se deposita en 2 compartimentos y alcanza
una concentracion maxima en el organismo a las 1.5 h después de su
administracion (Vereczkey y col. 1979a, 1979b).

La vinpocetina es facilmente absorbida en el tracto gastrointestinal y la vida
media de su eliminacion cuando se administra oralmente es de 1-2 horas, la
mayoria de la vinpocetina es eliminada 8 horas después de su administracion
(Miskolczi y col. 1990).

A este respecto, otros han estudiado el metabolismo de [*H]vincamina
marcada radioactivamente en ratas y en humanos, la cual también es eliminada

rapidamente del organismo (Mayo y col. 1982). Otras investigaciones han
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estudiado también la farmacocinética de la vinpocetina y su principal metabolito la
apovincamina después de su administraciéon oral a humanos, encuentran que su
acumulacion es lineal y no tiene permanencia prolongada en el organismo
(Miskolczi y col. 1990). Se han estudiado los efectos de la edad sobre el
metabolismo de la degradacién de la vinpocetina, encuentran que la vinpocetina
se elimina mas lento en los animales viejos que en los jovenes posiblemente
debido a que en los viejos ocurre una reduccién de la funcidn renal (Miskolczi y
col. 1987). Por su parte varios investigadores han estudiado ia degradaciéon de la
vinpocetina en solucién acuosa, encuentran que es dependiente de pH, ya que en

pH acido, la vinpocetina se degrada en solucion (Muhammad y col. 1988).

3.6.g. La vinpocetina y la actividad de las neuronas del locus coeruleus

Se ha estudiado el efecto de la vincamina, analogo de vinpocetina, sobre la
tasa de disparo de las neuronas del locus coeruleus, se ha observado que la
vincamina, incrementa la tasa de disparo de dichas neuronas (Olpe y Steinmann,
1982). Por otra parte también otras investigaciones han estudiado el efecto de la
vinpocetina sobre la actividad de las neuronas del locus coeruleus. En désis bajas
la vinpocetina induce un incremento de su actividad de disparo de las neuronas
del locus coeruleus cuando es administrada en désis terapeuticas (Gaal y Molnar,
1980). Otras investigaciones han mostrado que un analogo de vinpocetina
incrementa la actividad eléctrica reducida de las neuronas del locus coeruleus que
ocurre después de dario cerebral 6 de inyeccion de clonidina un agonista o-2

adrenérgico (Arakawa y col. 1995).

112




3.6.h. El enlace de la vinpocetina a las proteinas del plasma sanguineo

La vinpocetina es una droga que enlaza in vitro a la albimina de suero
bovino y a la a1-glucoproteina, dos proteinas del suero sanguineo de mamiferos
(Fitos y col. 1991), lo que pudiera ser significativo en su biodisponibilidad cerebral
ya que parte de la vinpocetina administrada como farmaco para actuar en el

cerebro se pierde al enlazar a las proteinas del suero.

2.3.i. La vinpocetina como atrapador de radicales libres

La vinpocetina es un atrapador de radicales libres en sinaptosomas sujetos
é estrés oxidativo (Santos y col. 2000). Esta propiedad de atrapar radicales libres
es de interés puesto que pudiera contribuir a la capacidad neuroprotectora de la
vinpocetina. Por otro lado se han hecho experimentos en los que él compuesto
hialuronano, polimero de N-acetilglucosamina y acido glucurénico se ha oxidado, y
les ha permitido probar los efectos antioxidantes de la vinpocetina in vitro, ya que
contrarresta la oxidacion de hialuronano (Orvisky y col. 1997). A este respecto es
interesante mencionar que se ha descrito que la vinpocetina es capaz de bloquear
los efectos de estrés oxidativo inducido por la incubacién de células de la linea
celular PC12 con el péptido B-amiloide, péptido que es responsable de la
degeneraciéon neuronal en la enfermedad de Alzheimer. La vinpocetina inhibe la
formacidn de radicales libres téxicos en las células PC12 inducidos por el péptido
B-amiloide, lo que sugiere que la vinpocetina pudiera emplearse para el
trafamiento de la enfermedad de Alzheimer y otras enfermedades

neurodegenerativas (Pereira y col. 2000).
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3.6.j. La vinpocetina como inhibidor de fosfodiesterasas

Se ha clasificado a la vinpocetina como un inhibidor de la fosfodiesterasa
dependiente de Ca®* y de calmodulina que tiene selectividad por el GMPc, en
particular es un inhibidor selectivo de la fosfodiesterasa 1B1 (Beavo y Reifsnyder,
1990; Thompson, 1993; Beavo y col. 1994). Es interesante que la teofilina,
inhibidor de fosfodiesterasas no selectivo, también incrementa los niveles de
DOPAC (Dethy y col. 1996).

Se ha clonado la fosfodiesterasa 1B1 que es inhibida selectivamente por
vinpocetina (Polli y Kincaid, 1992) y su expresidén se correlaciona con regiones del
cerebro que tienen alto grado de inervacién dopaminérgica (Polli y Kincaid, 1994),
fundamentalmente en las regiones postsinapticas, como es sugerido por deteccion
inmune en preparaciones vistas al microscopio electronico (Ludvig y col. 1991). la
vinpocetina, inhibidor de la fosfodiesterasa 1B1, inhibe las oscilaciones de Ca**
espontaneas en células de la pituitaria de la linea GH3 (Cataldi y col. 1999) y se
ha sugerido que hay un involucramiento de la protein-cinasa G (PKG) que
incrementa la concentracion de GMPc, en las oscilaciones de Ca®* que ocurren en
las células de hipotalamo GH3 y encuentran que la vinpocetina bloquea dichas
oscilaciones al bloquear la degradacién de GMPc (Cataldi y col. 1999). Otras
investigaciones han clonado y caracterizado en humanos la enzima
fosfodiesterasa 1B1 dependiente de calmodulina que es inhibida por vinpocetina,
encuentran que es similar a la descrita en la rata previamente (Yu y col. 1997). Por
otra parte se han estudiado los efectos de la vinpocetina, inhibidor de

fosfodiesterasas, y del analogo no hidrolizable de GMPc, 8-BrGMPc sobre la
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,‘-tr:o‘htraccién muscular y los flujos de Ca®* radioactivo en la aorta de conejo, se ha
éncontrado que la vinpocetina produce elevacién de la concentracién de GMPc en
la aorta e inhibe la captura de Ca?* radioactivo inducida por incubacién con K* alto
6 por adrenalina (Chiu y col. 1988). Estudios efectuados en rebanadas de
hipocampo muestran que la vinpocetina induce variaciones complejas de la
concentracion de GMPc en el hipocampo dependiendo de la regién del hipocampo
donde se mide el GMPc; en el hipocampo la vinpocetina induce un incremento en
la concentracion de GMPc medido mediante inmunoquimica contra GMPc y han
sugerido que tanto las neuronas como los astrocitos del hipocampo pudieran
contribuir a este incremento de GMPc observado después de aplicar vinpocetina
(van Staveren y col. 2001). Por otra parte en células neuronales cultivadas
provenientes de la pituitaria anterior, la vinpocetina, que inhibe a las
fosfodiesterasas dependientes de GMPc, induce la inhibicién de la guanilato

ciclasa soluble, enzima que sintetiza GMPc (Andric y col. 2001).

3.6.k. La accion de la vinpocetina sobre la acumulacion de iones en el
cerebro y vasos sanguineos

Se ha descrito que la vinpocetina previene contra la acumulacién anormal
de Ca®* en el cerebro de gerbo que ocurre con la edad (Araki y col. 1991a), asi
como también inhibe la acumulacién anormal de depésitos de Ca®*, POs**, y AP*
en el SNC inducidos artificialmente en un modelo de arterioesclerosis cerebral en
ratas que son alimentadas con una dieta con alto contenido en colesterol con el

objeto de inducirles arterioescierosis (Yasui y col. 1990) .
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~3.6.l. La vinpocetina y el comportamiento

La vinpocetina es eficaz y no tiene efectos secundarlos en pacientes que
~sufren psicdsis organlcas (Hindmarch y col 1991) Por otro lado se han evaluado

- los efectos psmofusnologicos de Ia vunpocetlna -en individuos sanos y se ha

’},obse’rvadp q. e" nmgun efecto adverso 6 estimulante (Subhan vy
Hindr: 985_‘ Se’ hé estudlado Ios efectos sobre el comportamiento en
;‘;}ahlmales de Ia vmpocetlna y encuentran que no tiene efectos sobre la conducta
3 ;‘(O Donnell y Frith, 1999). Otras mvestlgamones han encontrado que la vinpocetina

' ’afecta el comportamiento de los ratones ya que mejora el comportamlento activo

en campo abierto, en Ia rueda‘ glratorla en ratones poco actwos y disminuye la

actividad de los ratones hlperactxvos (Jahkel y col 1994). Sin embargo se ha

usado la vinpocetina como farmaco en eI tratamlento de la demencia y ha probado

no ser efectiva (Nicholson, 1990).

3.6.m. La vinpocetina administrada en la vejez

Un analogo de la vinpocetina, el vinconato, inhibe los cambios en el cerebro
relacionados a la edad en gerbos respecto del enlace de drogas marcadas
radiactivamente que identifican a los receptores muscarinicos, a la adenilato
ciclasa, a la PKA y al canal de Ca®" (Araki y col. 1993a, 1993b). También se ha
evaluado el efecto de la vinpocetina sobre la disfuncién cerebral en viejos y se ha
observado que mejora la ejecucion en pruebas psicométricas que evaluan el

status mental del individuo (Balestreri y col. 1987). Otras investigaciones muestran

i6n: relacionada a la edad en el sistema de segundo mensajero AMPc,

E eI enlace de [3H]AMPC al cerebro y los efectos atenuantes de la vinpocetina sobre
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dicha disminucién (Araki y col. 1992a, 1992b). Se ha estudiado el efecto de la
vinpocetina sobre la liberacién de oxigeno de la hemoglobina y la concentracién
de ATP en pacientes con demencia, se encuentra que la vinpocetina aumenta la
liberacion de oxigeno de la hemoglobina y eleva la concentracion de ATP (Tohgi y
col. 1990). Por otro lado se ha mostrado una falta de eficacia de la vinpocetina en
la enfermedad de Alzheimer que es una enfermedad neurodegenerativa que

induce la pérdida de memoria (Thal y col. 1989).

3.6.n. Efectos de la vinpocetina sobre el estatus mental en pruebas
psicolégicas

Se ha mostrado que la administracion de 10 mg por via oral de vinpocetina
3 veces al dia mejora el estatus mental de pacientes como se demuestra por
mejor ejecucion en las pruebas psicolégicas en pacientes con afectaciones

organicas cerebrales (Blaha y col. 1989).

3.6.0. Los estudios de tomografia de emision de positrones en pacientes
tratados con vinpocetina

Se ha encontrado que en pacientes con derrame cerebral cronico el
tratamiento con vinpocetina en una désis Unica mejora el flujo sanguineo cerebral,
el transporte y el consumo de glucosa al cerebro en el hemisferio dafado y
también en el hemisferio cerebral normal (Szakall y col. 1998). Por otra parte se
ha estudiado la captura por el cerebro de vinpocetina marcada radioactivamente
con ''C mediante el empleo de la técnica de tomografia de emisién de positrones

(PET) en monos. Se encontré que la vinpocetina llega al cerebro en 2 min
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después de la administracion de la vinpocetina y se acumula principalmente en el
talamo, los ganglios basales y algunas regiones de la corteza cerebral (Gulyas y
col. 1999).

A pacientes humanos se les ha administrado oralmente [''C]vinpocetina, se
ha mostrado que la [''C]vinpocetina se acumula en el cerebro en alto grado y se
logra concentrar el 3.71% de la radioactividad total y la acumulacién cerebral se
hace rapidamente. La captura rapida de la [''C]vinpocetina indica que penetra la
barrera hematoencefalica con facilidad esto probablemente a su alto grado de
lipofilidad (Bonoczk y col. 2000).

Después de la administracion intravenosa de 1mg/kg de vinpocetina en
pacientes con desordenes cerebrovasculares se ha mostrado que la vinpocetina
administrada de este modo pasa faciimente la barrera hematoencefalica y llega
rapidamente al cerebro (Polgar y col. 1985), concluyen también que el caracter
lipofilico de la vinpocetina pudiera contribuir a mejorar su captacién cerebral.

Se ha estudiado por PET la captura cerebral de [''C]vinpocetina en monos
después de la inyeccion intravenosa del compuesto. La [''C]vinpocetina aparece
rapidamente en el cerebro donde se captura el 5% de la radioactividad total. La
maxima acumulacién de [''C]vinpocetina se logra en el talamo, el estriado y en
ciertas regiones corticales (corteza occipital, parietal y temporal). En el talamo la
acumulacion de ["'C]vinpocetina es 24% superior y en el estriado 18% superior a
fa acumulacién basal del cerebro (Bonoczk y col. 2000).

En 12 pacientes con derrame isquémico crénico que participaron en el
estudio de captura de de ['®F ]glucosa al cerebro en pacientes con trauma

cerebral, una sola ddsis de vinpocetina de 20 mg por paciente mejora la captura
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s subcorticales asi como en
edor del trauma cerebral. La captura'y el metabolismo de la glucosa
“‘en las regiones no afectadas por el trauma cerebral también fue afectada

positivamente (Bonoczk y col. 2000).

3.6.p. Las alteraciones de la vinpocetina sobre el metabolismo de la DA
La vinpocetina induce reduccidn de la inmovilidad cuando es administrada
a ratones sometidos a estrés de desesperacion (Schmidt, 1984), si estan
involucrados mecanismos dopaminérgicos no se conoce. La vinpocetina induce
inhibicién en los cambios en el metaboiismo de la DA inducidos por la hipoxia
.cerebral tal como una liberacion de DA incrementada y encuentran un incremento

no exﬁli.cédko'de DOPAC de 30% sobre el nivel basal (Funk y Schmidt, 1984).
| En seguxda mostramos un resumen de las actividades farmacologlcas

reportadas de la, vmpocetma y los mostramos en una tabla ( tabla 3 ).

Tabla 3. Resumen de algunos efectos farmacolégicos reportados de la
vinpocetina.

autor ano: P ‘paracién Concentracion |efectos referencia
- o De VPC usada
Erdo y col, " 3 Neuronas en [0.49uM Bloquea enlace de Eur J Pharmacol
S {, cultlvo 40uM STX-*[H] 314:69.
Proteccién contra
A B : veratridina
u: 1991- [ Ovocitos 100uM Bloquea la activacién | Eur J Phammacol
| | Expresando Por glutamato del 207:119
El receptor Receptor NMDA
NMDA
< lIshihara:: -] 1989 -] Preparacion [10°M Incrementa la Neuropharma-
cIYeok s ] del LTP cology.
I hipocampo N el 285 569,
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Proteccién contra:

Miyamoto | 1989 |Linea - 100pM o BCClor re ;
Ycol. - Neuronal G Los radicales'libres
o IN18RE105 -| Formados por .=
i ‘Activacion de:
| receptores
L I i De glutamato o
Sauery col. | 1988 [Ratones 10 mg/kg - = | Protege contra la Life Sci-
: SR Sometidos - Degeneracidn del 43:1733
e A isquemia o | Hipecampo en CA1 Chminii s
Yasui y col. . [ 1990 | Animales con | 10mg/dia I Inhibe la deposicidon |J Int Med Res.
x R Dieta alta en ~ | De Ca*t, POST ALY 1181142,
colesterol R En los ganglios S
o i e e ] ey S Basales. ) S )
De Noble - [ 1987 | Animales 400 mg/Kg - 7. ‘| Incrementa la Pharmacol
Yol Sujetos a “ .. | memoria Biochem Behav
BN Pruebas de o 26:183.
Memoria ‘ :
(evitacién
T pasiva) R
Kriegistein .1 1991 | Neuronas en | 10-100uM Potencia el efecto Eur J Pharmacol.
Y.col. i cultivo - Neuroprotector 205:7
G : - De la adenosina
=" De Noble 1986 | Animales 200 mg/kg Previene los efectos |Pharmacol
HYeol Sujetos a ) ' De la escopolamina | Biochem
N Pruebas de Agente que induce Behav. 24:1123
Memoria Transtornos de
(evitacion Memoria.
S e pasiva) = ‘
‘llmamoto: - -} 1984 | Perros 1mg/animal Incrementa el flujo Arzneimittel-
LY coleries .| anestesiados : Cerebral, induce Forschung.
Toln : . Caida de la presion | 34:161.
R R sanguinea
-|'Araki-y col.<[1990 | Gerbos con | 100mg/kg Reduce la muerte Res Exp Med.
Lvee st isquemia Neuronal en el 190:19
Cerebral Cerebro.
) B Inducida.
" | Gaaly col.:|.1990. | Registro .. 1mg/kg Incrementa la Eur J Phamacol.
e s Eléctrico de Tasa de disparo 187:537.
Neuronas del De las neuronas
locus - Del locus ceruleus
e e ] TIE ceruleus
“:[Uchiyama-.:..{ 1996"| Neuronas en |30 pM Protege contra los Life Sci.
Yocolisi s v id - eultivo Dafios neuronales 59: 1571.
FEES S inducidos por
R i R b ’ hipoxia y glutamato
Bukanova ;.- 1998:| Neuronas de |30pM Bloquea la Neurosci
Y col. : ‘| molusco " 600uM lcazs Y 1a lk. Behav physiol.
. o 28:116.
Paroczai: {Enratas los |10 mg/kg Mejora la memoria Brain Res Bull.
Ycol. :| Dafios de 45:475.
- { Memoria
Inducidos por
Diazepamy
R O Escopolamina
| Cataldi 1999 |Neuronas de | 50uM Inhibe las Biochem
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(el

La linea
Celular

| Hipofisiaria -

Oscilaciones de
Ca % alinducir -
Un incremento de

Blophyst‘tita.
1449186

Membranas.

Kainato. Reduce el
Eflujo de DA
Evocado por
glutamato

E ST | GHS GMP¢c e
i+ | Santos y col, | 2000 | Cerebro 100uM Disminuye la _|Free Rad Res.
| s sl e A s lado Formacién de 32:57.
Tratado con Radicales libres
FeZy Medidos por un
Ascorbato Método fluorescente
Para generar
Radicales
: _h Libres.
Lakics =~ 1985 | Cultivo 490nM Protege 50% Neurosci lett."
Ycol. o 0L Primario de De la muerte 185:127,"
e La corteza Neuronal inducida R
cerebral Por veratridina
S B 100uM
| Tretter . 1998 | Sinaptosomas| 10uM Reduce la elevacién
Y.col. i o cerebrales De Ca* interno 9:
ey Y Na’ interno. ‘
inducida por
K* y veratridina. o
1995 | Neuronas 44uM Disminuye la | Eur:
: De la corteza Corriente de Na* . /[ 273:
Cerebral. H
Registro
S eléctrico
Erdo y col.-- | 1995 | Neuronas 400uM Protege vs la
[ RT De cuitivo : Neurotoxicidad
primario De NMDA,
Quisqualato y
Kiss'y col. - | 1991 | Preparacion j40uM: Reduce el enlace Eur.J Pharmacol.
Sl Al i De . i) De AMPA y

209:109"

Vereczkei
Y col.

s [0.36 Whikg

Se bioelimina por
L.a orina de manera
bifasica

Arzneimittel-
Forschung.
29:957.

Molnar-. 7.7

15 mg/kg

Neuronas de la
Corteza cerebral

Potenciacion de Eur J Pharmacol.
Ycol .- e . La LTP 215:17.
HRR Hipocampo
‘1 (giro
el & | dentado)
‘I Matkovics -2 11991 ) Metabolismo | 500ug Incrementa el Arzneimittel-
Yocolim s Y De la Metabolismo de la Forschung.
S 71 ¥c-glucosa *c.glucosa, 41:107.
en el cerebro activando la via de
o s : de rata: las pentosas.
- | Okuyama .- . 11994 | Evaluacion | 30mg/kg Induce incremento Gen Pharmacol.
1 Yicol.: |- .| De EEG . Del disparo 25:1311.
i R “I7) En ratas. Espontaneo en
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5 [Kindling de
La amigdala

Biomed .
Biochim Acta.

+| Y-tratamiento’ 49: 413,
“lConPTZ ) b :
Arteria . Inhibe la contraccién | Life Sci.
Coronaria De la‘arteria inducida | 52:1481? =
e - “|De cerdo.’ Por noradrenalina L
Yamamoto . Ratones ‘[ Prolonga el tiempo Neuropharma-
aolYieol i o Sujetos a | De supervivencia cology.: R
A anoxia ‘| De los ratones 28:313 . -
: K Sujetos a anoxia. Lol
--| Schmidt - 1990: [ Ratas -+ +-=| 300mg/kg =+ = Induce una Biomed. :
=| Y col, S Inyectadas | S e e -| Potenciacion de la . | Biochim Acta.
T R oo T EE s o B ' Estereotipia inducida 1 49:133 -/
R “IApomorfina, [ Por apomorfina. RN
.| King y col, -| Ratones . :{.16.6 mg/kg- Protege contra Arch Int
R AT e ;| Sometidos a | Muerte por hipoxia. | Pharmacodyn.
Hipoxia. Ther. :
Gel el 286: 299

Gerbos.
“i| Sujetos a
| hipoxia -

'|-'100-300mg/kg

Protege contra la
Muerte neuronal y
Daiio en el enlace de
SCH23390-H

Gen pharmacol.
24:23

-] Sinaptosomas

| De estriado™ '

159M :

Inhibe la liberacion
De glutamato y
aspartato
Evocada por
Veratridina.

Neurochem Res.

24: 1587-93.

o[ 40uM Protege contra el Free Rad Res.",
S Estrés oxidativo 33:497 -, L
: Inducido por el

Péptido
beta-amiloide : .
Estimula la corriente | Biochem-: -
De K* que depende | Pharmacol. .~
De Ca* '

61.877.
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APENDICE 4.

LA ISQUEMIA CEREBRAL Y LA DA

4.1. La isquemia cerebral y la captura de DA en sinaptosomas

La isquemia cerebral inhibe la recaptura de DA a los sinaptosomas de
estriado de manera diferente a la recaptura de GABA y de glutamato, asi por
ejemplo, en terminales de estriado incubadas con [*H]DA, [*HIGABA vy
[*H]Glutamato, la isquemia induce una inhibicién de la recaptura de [*H]DA a 15%
del control, mientras que la recaptura de [*HJGABA a un 30% del control y la
recaptura de [3H]Glutamato a un 45% del control (Weinberger y Cohen, 1982). La
hipoxia cerebra!l inhibe la liberacion y la recaptura de DA en sinaptosomas de ratas
sometidas a hipoxia cerebral al inducir modificaciones de la molécula del DAT ya
que induce una elevacion del Km para el DAT de 269% y aumenta la Vmax del
DAT 300%, mientras que la liberacién de DA inducida por K* alto decrece 69%. 3
meses después del episodio de isquemia cerebral las ratas presentaron una
elevacion de 132% de la liberacion de DA indicando que ocurrieron en este
periodo post-isquemia cerebral cambios plasticos en las terminales
dopaminérgicas, tanto en la captura como en la liberacién de DA (Odarjuk y col.
1987).

Después de la isquemia se incrementa el funcionamiento del DAT en el
cerebro y la activacion de la NOS (é6xido-nitrico-sintasa) que ocurre durante la

isquemia cerebral no afecta la funcién del DAT, por el contrario las neuronas que
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son por fhmunoquimica positivas a NOS son mas resistentes a la isquemia
cerebral (Meng y col. 2000). Se ha descrito un incremento en la expresion y enlace
del DAT, 24 a 96 h después de un episodio de isquemia cerebral inducida por 10
min en gerbos, como determinado mediante el enlace de B-CIT radioactivo, que es
un analogo de tropano, ya que la isquemia cerebral induce un incremento en el
enlace de B-CIT radioactivo que es un compuesto que detecta al transportador de
DA indicando un posible incremento de la expresién de DAT después de la
isquemia cerebral (Fujita y col. 1996). En los sinaptosomas de ratas sometidas a
anoxia se ha aobservado que la recaptura de la DA esta disminuida 40% sugiriendo
que la disminucion de la funcion del DAT que ocurre en la isquemia cerebral
puede contribuir a la acumulacién de DA externa en adicién a la liberacién masiva
de DA que ocurre de manera simultanea en esa condicion patolégica (Domanska-

Janik y col. 1985).

4.2. Los factores de transcripcion en la isquemia cerebral

Los incrementos en la concentracidon de DA que se producen durante la
isquemia cerebral glcbal en el medio extraneuronal son muy peligrosos para las
neuronas puesto que se ha descubierto que la DA induce apoptosis neuronal al
provocar la activacion de los factores de transcripcion nucleares, AP-1 y NF-kB
que se produce subsecuente a la oxidacion de la DA (Luo y col. 1999). En este
mismo sentido, en la muerte de las neuronas inducida por isquemia se produce
una activacion del factor de transcripcidn nuclear c-jun el cual se incrementa

fuertemente en su expresion en las condiciones inducidas por la oxidacién de DAy
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precede la muerte neuronal provocada por la isquemia cerebral (Dragunow y col.

1993).

4.3. Los compuestos neuroprotectores de la isquemia cerebral

Se ha observado que algunos compuestos que tienen actividad nootropica
atenuan los efectos de la isquemia cerebral. Por ejemplo, el aniracetam que es un
agente nootrépico atenua la formacién de radicales hidroxilo que se producen
después de un episodio de isquemia cerebral y es neuroprotector (Himori y col.
1995). Por su parte el neuroprotector nootrépico vinpocetina y el pentobarbital
protegen contra el aumento del enlace de [*H]espirodecanona en el gerbo inducido
por isquemia cerebral (Murakami y col. 1994b). Por otra parte varios farmacos se
han propuesto contra los efectos neurodegenerativos inducidos por la DA después
de un episodio de isquemia cerebral, asi el pretratamiento con el gangliésido GM1
reduce ei volimen de dafo neuronal debido a la isquemia cerebral (Lazzaro y col.
1994). Existen investigaciones que muestran un papel fundamental de la DA en la
neurodegeneracion después de un episodio de hipoxia en el cerebro, asi, los
agentes antioxidantes que cruzan la barrera hematoencefalica son protectores
contra la isquemia cerebral, condicidon que causa la degeneracion de las neuronas
del estriado y protegen contra la toxicidad de la DA (Andrus y col. 1997). En
acuerdo con lo anterior el ascorbato es neuroprotector a las neuronas del estriado
en la isquemia cerebral, el ascorbato protege al estriado contra la isquemia
cerebral y lo hace probablemente por sus efectos antioxidantes (Stamford y col.

1999).
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4.4. El estrés de calor como inductor de la isquemia cerebral .
E! incremento del calor no es bueno para el funcionamiento del cerebro ya
que induce un estado similar a la |squemla La lsquemla cerebral inducida por un

|ncremento excesuvo de temperatura provoca la apancmn de protemas de choque

térmico que protegen parc:alme_nt
““sentido se ha obseh’/a'dd"'ci k

OHDA, protege a Ias neurona

isquemia debida a shock de calor mducndo por mantener a las ratas a 42 °C

durante algunas horas (Lin y col. 1995).

4.5. La alteracion de los receptores de neurotransmisores por la isquemia
cerebral
Los compuestos que activan los autorreceptores presinapticos
dopaminérgicos sirven para atenuar los efectos de la isquemia cerebral sobre el
dafo neuronal y la liberacion de DA: Asi por ejemplo, los bloqueadores del
receptor-de DA presindpticos, como el quinpirole, la bromocriptina, el piribedil
(Tang y col. 1994, del Barre y col. 1995) inhiben la hiperlocomocion inducida por
‘ is;juemia cerebral en gerbos. Al parecer dicha accién motora incrementada es
" inducida por la liberacion de DA provocada a su vez por la anoxia en el estriado.
' : Dichak liberacic‘m de DA estriatal inducida por la anoxia es mediada por la reversién
f-del transporte de DA (Buyukuysal y Mete, 1999).
En Ia isquemia cerebral se pierden neuronas en el cerebro que presentan

~-en su superficie receptores de DA, algunos investigadores han estado interesados
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en cuantificar la distribucién de los receptores de DA despues de un episodio de
isquemia cerebral y han encontrado empleando la técnica de SPECT, usando ['%°l
Jbenzamida que es un ligando que marca los receptores D2 de DA, que estan
disminuidos en los nifos después de un episodio de isquemia cerebral y la
disminucion de dichos receptores dopaminérgicos es proporcional al dafo
neuronal ocurrido en la isquemia (Kapucu y col. 1998). Durante la isquemia
cerebral, los ganglios basales son suceptibles particularmente a Ia
neurodegeneracion y dicha muerte neuronal provoca una disminucién en el
numero y la distribucién observada en el cerebro de los receptores D2 de DA
después de la isquemia cerebral como se ve mediante inmunodeteccion del
receptor D2 (Meng y col. 1998). El compuesto lisuride un agonista de los
receptores de DA, tipo D2 al interaccionar con los receptores de DA presinapticos
previene el incremento de liberacion de DA inducido por isquemia cerebral global
(Caldwell y col. 1997) y protege contra la isquemia cerebral en algun grado.
Después de un evento de isquemia cerebral en los animales neonatos se
desarrolla una degeneracién neuronal que provoca una disminucién de los niveles
de receptores de DA del tipo D2 sin cambio en los receptores tipo D1 en el cerebro
de los neonatos (Zouakia y col. 1997). Otras investigaciones muestran que los
agoﬁistas de los receptores de DA tienen efectos atenuantes sobre la
degeneracién neuronal que ocurre posterior a la isquemia cerebral. Asi por
ejemplo, se ha descrito que el agonista del receptor de DA presinaptico,
pramipexole protege contra la degeneraciéon de las neuronas de la substancia
nigra y del estriado inducida por isquemia cerebral (Hall y col. 1896), ya que

pramipexole inhibe la liberacién de DA y también tiene actividad antioxidante.
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Entre tanto se ha observado que la isquemia cerebral induce una inhibicién en el
enlace de [*H]-SCH23390 y por tanto en los niveles de receptor de DA de tipo D1
en el estriado pero no del receptor tipo D2 ni del DAT (Araki y col. 1996). Después
de la isquemia cerebral se producen alteraciones en los niveles de los receptores
de DA estriatales asi como en los niveles de los segundos mensajeros y las
enzimas acopladas a dichos receptores. Por ejemplo, mediante autorrradiografia
en cortes de cerebro recientemente se ha observado que después de un evento
de isquemia cerebral estan disminuidos ligeramente los niveles de enlace de [°H]-
forskolina (11%) y de agonistas del receptor D1 de DA (1%) (Gartshore y col.
1996). El lisuride un agonista de los receptores de DA estriatales presinapticos
protege contra la neurodegeneracion inducida después de que los animales han
sufrido un episodio de isquemia cerebral al inhibir la liberacion de DA que se
produce en la isquemia (Caldwell y col. 1997). Otro agonista de los receptores D2
de DA presinapticos tal como el piribedil, que inhiben la liberacion de DA es
neuroprotector contra la isquemia cerebral (Delbarre y col. 1995). La isquemia
cerebral induce la degeneracién de las neuronas que tienen receptores de DA, se
ha observado que después de un evento de isquemia cerebral en el que las ratas
sobreviven, el comportamiento motor inducido por anfetamina aumenta y la
catalepsia (inmovilidad) inducida por haloperidol se incrementa también
(Borlongan y col. 1995). Otros investigadores han estudiado que ocurre con la
expresién del RNAm de los receptores de DA después de un episodio de hipoxia
cerebral neonatal y encuentran que hay una disminucion tanto de la expresion del
receptor D1 como de la expresion del receptor D2 de DA (Filloux y col. 1996). La

isquemia cerebral modifica la neurotransmision dopaminérgica ya que después de
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isquemia se disminuyen los niveles de receptores D1 y D2 de DA asi como
también se provocan variaciones en la concentracion de de neuropéptidos en el
estriado ya que se ha observado que aumentan los niveles de neuropéptido Y,
dinorfina y disminuyen los de substancia P estriatales (Johnson y col. 1994). En el
cerebro sometido a isquemia cerebral hay un incremento de 400 veces los niveles
de DA liberada y disminucion de los receptores de DA tipo D2 asi como un
aumento de la afinidad por la DA de los receptores D1 debido a la muerte neuronal
por esta condicidn en el estriado (Chang y col. 1993). Hay reportes en la literatura
que muestran que después de la isquemia cerebral hay una disminucién de los
niveles de receptores de DA, tipo D1 como medida por el enlace del antagonista
D1, [*H]SCH-23390 (Nagasawa y col. 1992). El compuesto lisuride un agonista de
los receptores de DA bloquea el incremento en la liberacién de DA y de sus
metaboilitos inducida por isquemia cerebral, este efecto lo induce probablemente
por que inhibe la liberacién de DA en el cerebro sometido a hipoxia (Hirata y col.
1992). Se ha estudiado el efecto de la hipoxia sobre los receptores de DA de tipo
D1y D2 y sobre la expresion del DAT, encuentran que hay una disminucién de los
receptores D1 y D2 en el estriado y hay una preservacion del DAT, concluyen que
las neurcnas del estriado postsinapticas con receptores de DA mueren pero las
neuronas de DA presinapticas se preservan en las condiciones de isquemia
cerebral empleadas (Przedborski y col. 1991). Se ha estudiado si existen
variaciones en los niveles de mRNA del receptor de DA del tipo D2 en el estriado
después de un episodio de isquemia cerebral y encuentran que hay un
decremento del RNAm del receptor D2 (Benfenati y col. 1991a). Después de un

pericdo de isquemia cerebral hay disminucion en los niveles de receptores
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opioides en el estriado, asi se observa una disminucién en los receptores u y & del
estriado después de isquemia cerebral como indicado por autorradiografia de
cortes de cerebro sugiriendo la muerte de las neuronas que expresan dichos
receptores sobre su superficie membranal (Benfenati y col. 1991b). Por otra parte
se ha observado que durante la isquemia cerebral se incrementan el nimero de
receptores de benzodiazepinas en el estriado indicando que se incrementa la

transmision gabaeérgica (Dubois y col. 1988).

4.6. La sintesis de DA y la isquemia cerebral

La inhibicion de la sintesis de DA puede ser neuroprotectora contra los
efectos de la isquemia cerebral, hay reportes en la literatura que muestran que el
inhibidor de la enzima TH responsable de la sintesis de DA, a-metil-para-tirosina,
protege contra la muerte neuronal inducida por la isquemia cerebral en animales
en modelos experimentales de isquemia (Marie y col. 1992). Por otra parte la
induccién de isquemia cerebral provoca una disminucion en los niveles de TH en
varios nucleos cerebrales y la administracion cerebral de GABA previene dicha
pérdida de TH, indicando que el GABA inhibe la muerte de las neuronas
dopaminérgicas y actua como neuroprotector (Yamada y col. 1996). La
dexametasona es una hormona esteroide que tiene profundos efectos sobre el
metabolismo de la DA ya que incrementa su sintesis, este compuesto al ser
administrado a animales experimentales incrementa el dafio inducido por la DA a
las neuronas e incrementa los dafios neuronales que se producen durante la

isquemia cerebral (Tsubota y col. 1999). Por el contrario el inhibir la sintesis de
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DA tiene efectos benéficos sobre la proteccién contra la isquemia cerebral asi por

o ;,"ejé_vmjplo, al inhibir la sintesis de tetrahidrobiopterina, que es el cofactor de la TH,

" enzima limitante de la sintesis de catecolaminas, se obtiene un incremento de la

proteccién contra la muerte neuronal por isquemia cerebral mayor en los animales
con TH cuya actividad es inhibida que en los animales no tratados para inhibir la
actividad de la TH. Estos resultados muestran que la inhibicion de la sintesis de
DA es neuroprotector para algunas condiciones patoldgicas, tales como la

isquemia cerebral (Cho y col. 1999).

4.7. Los factores tréficos neuronales y la isquemia cerebral

Se han empleado factores tréficos neuronales para el tratamiento de la
muerte neuronal inducida por isquemia cerebral. Se ha mostrado que hay una
disminucion de la muerte neuronal en el estriado inducida por la isquemia cerebral
mediante el tratamiento con factor de crecimiento nervioso (NGF) (Andsberg y col.
1998). Después de un episodio de isquemia en el estriado se degeneran varios
tipos de neuronas estriatales. Sin embargo, las neuronas colinérgicas del estriado
son especialmente resistentes a la isquemia cerebral debido posiblemente a que
expresan receptores del factor de crecimiento nervioso NGF en su superficie
(Kokaia y col. 1998). El factor transformante de crecimiento tipo B (TGF-B), un
factor tréfico neuronal rescata a las neuronas dopaminérgicas de la muerte
inducida por isquemia cerebral y de la degeneracién inducida por la neurotoxina

MPP* (Krieglstein y Unsicker, 1994).
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4.8. La DA como causante de daiio neuronal en la isquemia cerebral

La remocidn de DA cerebral protege contra la muerte neuronal inducida por
isquemia cerebral (Clemens y Phebus, 1988). La DA es una neurotoxina ya que su
metabolismo genera radicales libres y quinonas tdxicas a las neuronas. La
inyeccion de DA en el estriado resulta en dafio al DNA y en la subsecuente
apoptosis de las neuronas que son expuestas a dicho neurotransmisor (Hattori y
col. 1998). La DA es particularmente toxica a las neuronas estriatales in vitro y la
adicién de inhibidores respiratorios mitocondriales potencia la accidn neurotdxica
de la DA sobre las neuronas del estriado (McLaughlin y col. 1998). Por otra parte
la DA cerebral tiene un papel fundamental en el dafo neuronal al estriado y se ha
mostrado evidencia de que la DA disminuye el consumo de glucosa post-isquemia
cerebral y reduce el flujo cerebral local (Globus y col. 1987).

En relaciéon a la toxicidad de la DA sobre las neuronas estriatales otro
mecanismo probable de neurotoxicidad inducida por este neurotransmisor es la
liberacion intracelular de Ca?* que ocurre subsecuente a la activacion de los
receptores de DA lo que puede contribuir adicionalmente a la toxicidad neuronal,
ya que también la DA es capaz de inducir la liberacion de Ca?" de pozas
intracelulares, asi por ejemplo, se ha descrito que la activacion de los receptores
de DA tipo D1/D5 estimula la liberacion de Ca?" intracelular en las neuronas de
corteza e hipocampo (Lezcano y Bergson, 2002). Si esta accion sobre el Ca?*
intracelular contribuye a la toxicidad de la DA no se conoce; sin embargo otros
datos apuntan a que la estimulacion de los receptores D1 pudiera contribuir a la

toxicidad en las neuronas espinosas medianas del estriado a través de activar los
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canales de C-az" tipo L, por ejemplo, se ha descrito que la DA facilita en las
neuronas la excitabilidad neuronal al incrementar la entrada de Ca®* a través de
los canales de Ca?* tipo L (Galarraga y col. 1997). También se ha descrito que la
activacion de los receptor D1 de DA aumenta la tasa de disparo de las neuronas
espinosas medianas al aumentar la conductancia de Ca®* a través de canales tipo
L (Hernandez-Lopez y col. 1997). Por otra parte, la DA a través de activar los
receptores D1, se ha reportado que aumenta la corriente de Ca?* que pasa a
través de canales tipo L y disminuye la conductancia a través de los canales de
Ca?* tipo Ny P, (Surmeier y col. 1995).

La importancia de la activacion de las corrientes de Ca®* tipo L 6 su inhibicién en
la isquemia neuronal no se conoce con detalle. A este respecto existe un reporte
que senala que en la isquemia cerebral la liberacidon de DA no ocurre a través de
la activacion de los canales de Ca®* tipo L, sino canales de Ca?* de otro tipo como
N,P,Q (Bentue-Ferrer y col. 1993), pero no se habla de la participacion de los
canales tipo L en la entrada de Ca?" en la isquemia neuronal. Existe poco estudio
de los efectos de la activacion de los receptores D2 de DA y su subsecuente
efecto sobre el Ca** interno y si este Ca?" contribuye al dafo en la isquemia
neuronal, se ha visto que dicha activacion de los receptores D2 reduce la corriente
de Ca® tipo L y la excitabilidad neuronal de las neuronas presinapticas
(Hernandez-Lopez y col. 2000), si la entrada de Ca?" modulada negativamente a
través de receptores D2 es relevante para la sobrevivencia de las neuronas que
poseen dichos receptores en la isquemia no se conoce. Los estudios sobre el
involucramiento de canales de Ca?* en la liberacion de DA en la isquemia cerebral

sugieren que pueden ser canales de Ca®* de bajo umbral ya que la Q conotoxina
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--inhibe la liberacién de DA que ocurre en la isquemia de manera parcial (Ooboshi y
‘col: 1992). Es importante sin embargo mencionar que en la isquemia neuronal
aunque hay liberacion exocitotica dependiente de Ca* y liberacion de
neurotransmisor mediada por reversion del transportador de neurotransmisor al
parecer la que no depende de Ca®" tiene una contribucion mas importante en la
isquemia ya que la primera depende de ATP, cuya concentracién intracelular cae

marcadamente en la isquemia.

4.9. La remocion de la DA y el daiio en la isquemia cerebral

La remocion experimental de las vias dopaminérgicas por pretratamiento
con la toxina dopaminérgica, 6-OHDA, aplicada intracerebralmente para eliminar
las vias dopaminérgicas principales tiene efecto neuroprotector sobre las neuronas
del estriado en casos de isquemia cerebral. Este procedimiento disminuye la
formacion de H>O2 que ocurre en el estriado después de oclusion de las arterias
que irrigan a esa region cerebral (Lei y col. 1997). Otros investigadores han hecho
observaciones similares: la remocién unilateral de la DA cerebral protege contra la
degeneracion neuronal estriatal inducida por hipoxia cerebral (Ren y col. 1997). La
muerte de las neuronas del estriado que ocurren después de un evento de
isquemia cerebral puede ser disminuido bastante si previo al episodio de isquemia
los animales experimentales son tratados para eliminar las neuronas de la
substancia nigra lo que refleja que la DA que se libera durante la isquemia es Ila
responsable de la degeneracion de las neuronas en el estriado (Buisson y col.
1992). Por el contrario, otras investigaciones han encontrado que la isquemia

cerebral induce dario neuronal en el estriado que no es disminuido por la lesion de
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la via nigro-estriatal (Wieloch y col. 1990). En ratones neonatos a los que se les
ligd las arterias cardtidas para inducir isquemia cerebral, se encontré que del lado
cerebral ligado hay un incremento marcado de los niveles de HVA que es un
producto de la degradacién de la DA indicando 'que el HVA es un marcador de la
liberacion de DA y del dario neuronal inducido por la DA en la isquemia cerebral

(Silverstein y Johnston, 1984).

4.10. Los Canales de Ca?* en la isquemia cerebral

Los bloqueadores de los canales de Ca®* tales como la Isradipina atenuan
la liberacion de DA inducida por isquemia cerebral en el estriado pero la isradipina
no bloquea la liberacién de glutamato inducida por esta condicién patoldgica
(Nakane y col. 1995). Durante la isquemia cerebral se ha observado existe la
activacion de canales de Ca?" de tipo L, cuya activacion potencia el incremento en
la liberaciéon de DA inducida por NMDA en el estriado (Werling y col. 1994). La
isradipina, administrada previamente antes de someter a hipoxia a la rata atenua
la liberaciéon de DA cerebral inducida por esta condiciéon (Ooboshi y col. 1993).
Estudios de liberacion de DA durante la isquerr_1ia cerebral muestran que la w-
conotoxina un bloqueador de los canales de Ca®* de tipo N inhibe la liberacién de
DA que se produce después de someter a ratas a hipoxia cerebral (Ooboshi y col.
1992). Por su parte otras investigaciones han observado que los bloqueadores de
canales de Ca?" reducen el dafio neuronal debido a isquemia cerebral (Sauter y

col. 1988).

135




4.11. El glutamato y la isquemia cerebral

La isquemia cerebral aumenta 50-200% el enlace de los agonistas a los
receptores de glutamato del tipo NMDA en el estriado indicando que después de la
isquemia cerebral ocurre la muerte de las neuronas y aumenta la expresion de
dichos receptores en las neuronas sobrevivientes que portan dichos receptores de
glutamato (Wei y col. 1997a). En la investigacion de las posibles causas de Ila
liberacion de DA en el estriado después de la hipoxia cerebral se ha encontrado
que los receptores de glutamato juegan un papel importante en dicha liberacion ya
que existen receptores presinapticos de glutamato en las terminales
dopaminérgicas que facilitan la liberacién de DA durante la isquemia cerebral
(Ohta y col. 1994). Otros investigadores observan que el antagonista de los
receptores al NMDA, el ifenprodil, es un inhibidor del dafo neuronal en el estriado
y bloquea la liberaciéon de DA estriatal debida a la activacion del receptor NMDA
durante la isquemia cerebral (Carter y col. 1988). Durante la isquemia cerebral en
el hipocampo ocurre una captura aumentada de Ca®* y dicha entrada de Ca®*
involucra la activacion de los receptores al NMDA (Andine y col. 1988). Después
de un episodio de isquemia cerebral hay una disminucidn en los receptores de tipb
AMPA de glutamato y de los receptores D2 de DA estriatales y dicha disminucién
ocurre posterior a la degeneracion neuronal inducida en los ganglios basales por
dicha condicidon (Araki y col. 1997). La liberacién de DA que ocurre durante la
isquemia cerebral tiene efectos inhibidores sobre el funcionamiento del
transportador de glutamato. En las terminales nerviosas del estriado, la incubacion
con DA provoca oxidacion del transportador de glutamato por la DA, el

transportador de glutamato una vez oxidado no remueve al glutamato externo
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elevando su concentracién externa e incrementa los efectos téxicos de la DA
(Berman y Hastings, 1997). Estudios recientes muestran que la degeneracion
neuronal inducida por DA también tiene una relacién con los niveles de glutamato
liberado es decir que la degeneracién por glutamato y por DA estan
estrechamente relacionadas en el cerebro (Hoyt y col. 1997). En este sentido, los
antagonistas del receptor NMDA de glutamato, como la memantina, son capaces
de proteger contra los efectos de la isquemia en el cerebro indicando que estos
antagonistas también son neuroprotectores en esta condicidn patolégica (Block y
Schwarz, 1996).

De entre de los mecanismos que se han propuesto para explicar la muerte
neuronal que ocurre en la isquemia cerebral llama la atencion la hipétesis GluR2,
propuesta por Pellegrini-Giampietro, que sugiere que el influjo anormal de Ca*
que ocurre a través de los canales de los receptores de glutamato de tipo AMPA
contribuye a la pérdida de neuronas asociada con la isquemia cerebral. Los
canales del receptor a AMPA se forman por la coexpresion de las subunidades
GluR1 y GIuR2 6 GIuR3 y GIuR2 los cuales son permeables a Na’' e
impermeables al Ca?*, sin embargo en las condiciones de isquemia cerebral se
forman receptores de AMPA que carecen de la subunidad GIuR2 y cuya carencia
los hace permeables a Ca®". Durante la isquemia cerebral hay una disminucion de
la expresion de la subunidad GIuR2 (*down regulation”) y se forman receptores de
AMPA formados por las subunidades GIuR1 y GIuR3 que son permeables a CaZ*y
que pueden contribuir a la entrada masiva de Ca?* que ocurre en la isquemia

cerebral. La regulacion hacia abajo de la expresién de la subunidad gluR2 pudiera
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i - ,'contribuir a la toxicidad aumentada del glutamato en las condiciones patoldgicas

que ocurren en la isquemia cerebral (Pellegrini-Giampietro y col. 1997).

4.12. La liberacion de DA en la isquemia cerebral

Otros investigadores han estudiado la relacién entre la desaparicion del
ATP, el potencial de membrana y el incremento de la liberacion de DA que ocurre
durante la anoxia neuronal, encuentran que la liberacion de DA y de otros
neurotransmisores inducida por la anoxia cerebral y la inducida por ouabaina son
similares ya que involucran la reversion del funcionamiento de los transportadores
de neurotransmisor (Santos y col. 1996). Se han estudiado los efectos de la
isquemia cerebral sobre la concentracién de DA externa en el estriado
determinada por microdialisis, en donde se ha observado que la isquemia induce
un incremento de 156 veces en el nivel de DA respecto a su nivel basal en el
cerebro (Damsma y col. 1990). Varios estudios muestran que hay un incremento
en la concentracién de DA externa en el estriado durante un episodio de isquemia
cerebral (Wood y col. 1992). Otros investigadores han encontrado que hay un
incremento de la liberacion de DA en pacientes que sufren de isquemia cerebral
después de reperfusion pero también muestran que ocurre una disminucién de la
relacion de DA/DOPAC (Harik y col. 1986), indicando un aumento de la formacion
de DOPAC. Estudios de la liberacion de DA en ratas resistentes a derrames
cerebrales sugiere que en éstas, la liberacion de DA inducida por la isquemia
cerebral es similar al que ocurre en las ratas normales es decir ocurre un
incremento masivo de la liberacion de DA en el estriado (Kawano y col. 1988). Se

ha observado que la isquemia cerebral induce una liberacion de DA en el estriado
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500 veces mayor a la liberacion basal de DA, mientras que ia liberacién de
glutamato y GABA se incrementa entre 5-15 veces respecto a la liberacion basal
(Globus y col. 1988a, 1998b). Por otra parte otras investigaciones han descrito
también un incremento de los niveles de bA en el estriado medida por
microdialisis después de un episodio de isquemia cerebral (Slivka y col. 1988).

La isquemia cerebral se logra experimentaimente por la reduccion del flujo
sanguineo cerebral a la region que se quiere someter a hipoxia, hay experimentos
donde se ha empleado esta técnica con objeto de inducir isquemia en un ntcleo
determinado del cerebro, al hacer esto y posteriormente medir los niveles de DA
liberada mediante microdialisis cerebral es posible detectar variaciones en la
concentracion de DA externa donde se muestra que la liberacion de DA se
incrementa (Laer y col. 1993). Por otro lado se ha descrito que hay una liberacién
bifasica de DA durante la isquemia cerebral transitoria, una primera liberacion de
DA durante el episodio de isquemia cerebral y posteriormente también se produce
liberacion de DA después de la reperfusion sanguinea del estriado ya que la
reoxigenacién de las neuronas provoca una segunda fase de liberacion de DA
(Ahny col. 1991).

La condicién de isquemia cerebrai aumenta la liberacion de DA en el
estriado de la rata (Inoue y col. 1995). Otros investigadores muestran incrementos
cerebrales agudos de los niveles de DA después de que se ha sometido a los
animales a isquemia cerebral (Ishimaru y col. 1993). Varios investigadores
muestran que hay un incremento de Ia concentracién externa de DA en la ratas
que han sido sometidas a dafio cerebral por hipoxia (Mcintosh y col. 1994). Se han

estudiado los efectos de la isquemia cerebral sobre la liberacion de DA en el
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estriado y sobre la funcion del DAT, encuentran que la DA se libera marcadamente
durante la isquemia cerebral debido a que no funciona el DAT durante la isquemia,
encuentran que la TTX no bloquea la liberacion de DA que se produce en la
isquemia cerebral, indicando que el DAT propicia la liberacion isquémica de DA vy
muestran que después de la reperfusién con oxigeno del tejido cerebral sujeto a
isquemia disminuye la liberacién de DA progresivamente después de un tiempo,
concluyen que la liberaciéon de DA en la hipoxia cerebral ocurre por un mecanismo
independiente de los potenciales de accién y dependiente de |a inactivacion de la
recaptura de DA (Akiyama y col. 1991). Hay cambios en los niveles de DA cerebral
inducidos por hipoxia, se ha observado que la DA se incrementa 700 veces sobre
la basal durante isquemia cerebral, mientras que la liberacion de los
neurotransmisores excitatorios se incrementa sélo de 14 veces sobre la liberacion
basal (Baker y col. 1991). Al estudiar los cambios de los niveles de DA estriatal y
otros marcadores bioquimicos después de un episodio de isquemia cerebral, se
encuentra que después de la isquemia se eleva la expresion de: la TH, la proteina
glial fibrilar acida (GFAP) y la concentracion de DA, DOPAC y HVA y la expresion
del DARP32 se disminuye (Nemeth y col. 1991). Otros investigadores se han
dedicado a estudiar cual es el umbral de hipoxia que induce una liberacion de DA
en el cerebro encuentran que 20% del flujo sanguineo normal es suficiente para
inducir la liberacion de DA (Yao y col. 1990). Se ha observado que posterior a un
periodo de isquemia cerebral breve y después de la posterior reperfusién cerebral
también ocurre una liberacién incrementada de DA en el cerebro (Werling y col.
1993). Otros investigadores muestran que la hipoxia afecta la liberacion de DA

incrementandola y que los componentes de la liberacion de DA inducida por
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isquemia cerebral tienen una porcidon dependiente y otra independiente de la
entrada de Ca?* (Milusheva y col. 1996). Durante la isquemia se activan los
canales de Ca®" neuronales, dichos canales al activarse inducen la liberacion de
DA. Los canales de Ca®' que se activan en la liberacién de DA inducida por
isquemia cerebral son del tipo N, P/Q (Toner y Stamford, 1997). Se han hecho
estudios en ratas hipertensas en relacién con los efectos de la isquemia cerebral
sobre la liberacion de DA. Se ha encontrado que la isquemia induce una liberacién
de DA cerebral durante la anoxia en dichas ratas (Kozuka e lwata, 1995).

La anoxia induce liberacion de DA de sinaptosomas del estriado y esta
liberacion involucra la reversion del funcionamiento del DAT (Buyukusal y Mete,
1999). A este respecto es interesante mencionar que ia hipoxia cerebral induce
decremento de la liberacion de DA en ratas sujetas primero a un episodio de
hipoxia (10 KPa, tension de oxigeno) y luego de manera posterior han sido
probadas 2 meses después respecto a la liberacion de DA cerebral. En las
rebanadas cerebrales de ratas previamente sujetas a hipoxia y 2 meses después
probadas para su capacidad de liberar DA se encuentra que la liberacion de DA en
las ratas que sufrieron un episodio de isquemia cerebral es menor comparadas

con las que no sufrieron trauma cerebral (Gross y col. 1989).

4.13. El lactato como un inductor de la liberacion de DA en la isquemia

cerebral

El lactato es un producto del metabolismo anaerobio de la glucosa en la

isquemia, y se ha observado que la concentracion de lactato se incrementa
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drasticamente en la isquemia cerebral. Experimentalmente se ha observado que la
adicion de lactato al estriado en animales in vivo induce una liberacion de DA que
puede ser monitoreada por microdidlisis (Remblier y col. 1999a, 1999b). Por otra
parte el lactato, un producto e inhibidor de la gl.ucélisis, induce incremento en la
liberacion de DA en el estriado; hay evidencia de un papel del glutamato liberado -
en inducir esta liberacién aumentada de DA y que la DA liberada juega un papel
en la oxidacion incrementada que se observa posteriormente (Remblier y col.
1999a). Otros investigadores han encontrado que el lactato perfundido por
microdialisis induce en el estriado un incremento de la concentracién de DA
externa en dicho nucleo e incrementa los niveles de su metabolito DOPAC
(Remblier y col. 1998). En relacién con la isquemia, el malonato, un inhibidor del
ciclo de Krebs que provoca una condicion similar a la isquemia cerebral provoca la
aparicion de radicales libres en el estriado, dicha aparicién de radicales libres
depende de la liberacién de la DA la cual es inducida por la inhibicién de la
respiraciéon que provoca el malonato y que ocasiona una caida de la concentracion

de ATP (Ferger y col. 1999).

4.14. El 6xido nitrico en la isquemia cerebral y la liberaciéon de DA

Durante la isquemia cerebral el compuesto precursor del dxico nitrico (NO),
L-arginina, eleva la liberacion de DA inducida por esta condicion en el estriado de
los gerbos; el inhibidor de la NOS, L-nitro-arginina, por el contrario inhibe la
liberacion de DA y de DOPAC (Spatz y col. 1995). Por otra parte se ha descrito

que el compuesto L-Nitro-arginina, inhibe el metabolismo de DA y retarda la
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recuperacion del flujo cerebral en ratas que han sufrido de isquemia cerebral
(Strasser y col. 1994).

A este respecto hay concenso en la literatura de que la activacion de la
NOS puede ser protectora 6 inducir dafio cerebral dependiendo de la gravedad de
la isquemia cerebral, a niveles de isquemia no graves el NO facilita el flujo
sanguineo al incrementarlo, eleva al GMPc, aumenta la apertura de los canales de
K* dependientes de Ca?*, inhibe la agregacién de plaquetas, inhibe la adhesion de
los linfocitos a los vasos sanguineos, limita la excitotoxicidad del giutamato al
nitrosilar al receptor NMDA e inhibirlo y reacciona con las especies reactivas de
oxigeno tales como superodxido y otros. Por otra parte cuando la isquemia es grave
y prolongada el NO forma peroxinitrito (NOO*) que es un radical altamente toxico
que induce la peroxidacion de las biomoléculas, induce una falla de energia
metabodlica dentro de la neurona al inducir la nitrosilacion de enzimas de la via
glucolitica tales como la gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, la creatina-cinasa
y la inactivacién de la aconitasa y los complejos respiratorios mitocondriales | y I,
en cuanto al DNA, el NO producido en la isquemia prolongada induce la
inactivacién de la ribonucleétido reductasa y la desaminacion y ruptura de las
bases del DNA lo que lleva a la activacion de la poli-ADP-ribosa sintasa que vacia

a la neurona de NADH y de ATP y lleva a la apoptosis de las neuronas (ladecola,

1997).
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4.15. Los receptores o 2-adrenérgicos y la protecciéon contra la isquemia
cerebral

La clonidina es un agonista de los receptores «-2 adrenérgicos y bloquea la
liberacion de DA inducida por isquemia en el cerebro (Miyazaki y col. 1989). Es
relevante notar que la activacién de los receptores noradrenérgicos presinapticos
inhibe la liberacion de catecolaminas en el estriado, hay estudios recientes que
demuestran que el agonista a-2 adrenérgico, dexmetomidina, atenua la liberacién
de NA en el estriado que ocurre después de ratas han sufrido de un evento de
isquemia cerebral. Los agonistas «-2 adrenérgicos ejercen su efecto
probablemente al disminuir la liberacién de NA en el estriado (Matsumoto y col.
1993) y al inhibir la liberacion de NA podrian a su vez disminuir la liberacion de DA

cerebral.

4.16. Los anestésicos como neuroprotectores de la isquemia cerebral
El pentobarbital es un anestésico que inhibe la liberacion de DA en el
estriado inducida por la isquemia cerebral (Bhardwaj y col. 1990). El pentobarbital
protege contra los cambios provocados por la isquemia cerebral en el enlace de
[*H}SCH-23390, un compuesto que marca receptores de DA tipo D1 en el cerebro
y de [*H]-rolipram un compuesto inhibidor de las fosfodiesterasas dependientes de
AMPc que marca dichas enzimas. Es posible que el pentobarbital medie su efecto
protector neuronal al inhibir la liberacion de DA y de aminoacidos excitatorios
(Kanaiy col. 1993).
| En este mismo sentido, los compuestos anestésicos isoflurano y halotano

pueden actuar como neuroprotectores en los casos de isquemia cerebral ya que
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estos compuestos disminuyen la liberacion de DA inducida por la isquemia

cerebral (Koorn y col. 1993).

4.17. Los bloqueadores de canales de Na' en la neuroprotecciéon en la
isquemia cerebral

Los compuestos con la capacidad de bloquear los canales de Na®
neuronales son capaces de proteger contra la muerte neuronal inducida por
isquemia cerebral. Recientemente se ha observado que la Lifarizina un bloqueador
de los canales de Na* y de Ca?", es capaz de bloquear la muerte neuronal en el
estriado inducida por la isquemia cerebral (Brown y col. 1993). Otros
investigadores también encuentran que la flunarizina un bloqueador de los canales
de Na* y de Ca?* presinapticos reduce el dafio neuronal inducido por isquemia en
el cerebro (Zapater y col. 1997). La vinpocetina, un bloqueador de canales de Na*
protege contra la disminucién post-isquemia en el enlace de agonistas del receptor
de DA en el cerebro del gerbo que ocurren después de un evento de isquemia
cerebral, ya que el enlace del compuesto dopaminérgico [*H]SCH-23390, agonista
D1, en el estriado no es modificado si hay un pretratamiento con la vinpocetina
indicando que induce neuroproteccion en el estriado (Murakami y col. 1993). E!l
rizulole un bloqueador de canal de Na* suprime la liberacién de DA evocada por
NMDA, kainato y VRTD en el estriado de los animales; los compuestos
mencionados (NMDA, kainato y VRTD) que inducen la liberacién de DA en estos
experimentos podrian representar condiciones que ocurren en la hipoxia cerebral
indicando que el rizulole puede ser un buen neuroprotector en la isquemia cerebral

(Keita y col. 1997).
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4.18. Isquemia cerebral y el metabolismo de la DA en los sinaptosomas de

estriado

Se han estudiado los efectos de la hipoxia cerebral sobre la sintesis de
monoaminas en el cerebro, donde se ha mostrado que dicha condicién induce un
decrecimiento de la actividad de TH estriatal; la exposicién de las ratas durante 2 h
a un ambiente de 5% de oxigeno (20% es lo normal), induce un decline de la
actividad de TH, asi como una disminucién de la concentraciéon de DA y de HVA
(Davis y Carlsson, 1973). Se han hecho estudios de como afecta la hipoxia
cerebral el metabolismo de la DA, en dichos estudios muestran que a una
concentracion de oxigeno de 6%, la actividad de TH y la liberacion de DA
disminuyen, encuentran que en estas condiciones la adicion de L-dopa restaura la
liberacion basal de DA, se observa una inhibicién parcial de la actividad de la MAO
por disminucién de oxigeno y que en presencia de inhibidores de la TH la
degradacion de DA se retarda (Brown y col. 1975). La hipoxia induce cambios en
el metabolismo de neuronas de DA en cultivo, esta condicion induce un
incremento marcado de los niveles de DA y DOPAC en el medio, dicho incremento
de la DA y del DOPAC liberados al medio externo tiene un pico maximo y

disminuye posteriormente (Gao y col. 1999).

4.19. Los cambios en el metabolismo de la DA en la isquemia cerebral
Estudios empleando voltametria han reportado que se producen cambios
en el metabolismo de la DA en el estriado después de sufrir un episodio de

isquemia cerebral transitoria ya que el pico detectado por voltametria que
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i‘rfi corresponde a la DA y sus metabolitos se incrementa 600-900% (Ogura y col.
1 989). Por otra parte algunos investigadores han estudiado como se comportan la
- concentracion de DA y de sus metabolitos en un periodo de largo plazo (1-76 h)
después de que los animales han sufrido ur; episodio de isquemia cerebral;
encuentran que 15 minutos post-recuperacion de la isquemia cerebral, la DA
disminuye 56%, el DOPAC disminuye 40%, el HVA 64%, después de 24 h el HVA
se eleva marcadamente, en 76 h la DA y metabolitos retornan a la normalidad
(Frolich y col. 1993). Varios investigadores han encontrado un incremento de la
concentracion de radicales libres y del metabolismo de la DA en el estriado
después de un episodio de isquemia cerebral, sugieren que el incremento de los
radicales libres que se produce por la liberacién de DA en la isquemia cerebral es
inducido por una mayor cantidad de DA oxidada a través de la MAO (Ishii y col.

1993).

4.20. La MAO y la isquemia cerebral

En la médula espinal se ha mostrado que existe un transporte axonal de la
MAO del soma a las terminales nerviosas en Ia_s neuronas y que el transporte
axoplasmico de la MAO a las terminales sindapticas esta inhibido después de
someter las neuronas a la isquemia neuronal (Chavko y col. 1987), sugiriendo que
en la médula espinal durante la isquemia neuronal la degradacién de las
catecolaminas pudiera estar inhibida ya que la MAO pudiera no trasladarse a las
terminales. En este sentido es interesante mencionar que en el estriado los IMAO
previenen la muerte de neuronas estriatales inducida por isquemia cerebral

transitoria (Matsui y Kumagae, 1991). Por otra parte el pretratamiento con el IMAO
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deprenil, previene el dafio neuronal en el estriado y otras regiones cerebrales en
las ratas expuestas a isquemia cerebral probablemente al inducir un incremento
en la expresiéon de la superéxido-dismutasa, SOD, de la catalasa y por su
capacidad para inhibir a fa MAO (Knollema y col. 1985).

La isquemia neuronal induce un incremento de DOPAC en el tejido estriatal
y un decremento de DOPAC en el medio externo en el estriado indicando que
existe un sistema de transporte activo del metabolito que involucra el uso de ATP
y que dicho transporte de DOPAC es bloqueado en la isquemia cerebral (Phebus y

col. 1995).
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Abstract

The effect of vinpocetine, a nootropic drug with anti-ischemic potential, on the release of DA and its main metabolite, DOPAC, was
investigated in striztum isolated nerve endings under resting and depolarized conditions. Vinpocetine does not modify the baseline release
of DA or the exocytotic release of DA evoked by high K™, but inhibits the release of DA evoked by veratridine reversal of the DA
transporter. In addition to these results, which confirm the vinpocetine selective blockade of voltage-sensitive presynaptic Na® channels
(VSSC) previously reported [Neurochem. Res. 24 (1999) 1585], vinpocetine increases DOPAC release either under resting, veratridine or
high K™ depolarized conditions. This latter effect, which does naot involve VSSC, was characterized. The parallel determination of the
released and retained catecholamine concentrations revealed that vinpocetine increases DOPAC release at the expense of internal DA in a
dose-dependent manner (low pM range). In contrast to vinpocetine, the selective MAO-A inhibitor, clorgyline, increases DA and
decreases DOPAC formation. The combined action of vinpocetine and clorgyline does not indicate, however, that the activation of MAO
is the mechanism responsible for the increase in DOPAC caused by vinpocetine. Reserpine, although more potent and efficient than
vinpocetine, qualitatively exerts the same pattern of” changes on DA and DOPAC concentrations. It is concluded that, in addition to the
inhibition of presynaptic VSSC permeability, which selectively inhibits the transporter-mediated release of all neurotransmitters,
vinpocetine increases DOPAC by impairing the vesicular storage of DA. Our results indicate that the cytoplasm extravesicular DA is
metabolized by MAO to DOPAC. Most of the DOPAC formed is exported to the extracellular medium. © 2001 Elsevier Science BV.
All rights reserved.

Kevwords: Neuroprotection: MAO-A; Ischemia; Synaptic vesicle; Na™ channel; Striatal synaptosome
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receptors and the neuronal damage induced by ischemia
has been reported. [11,34]). However, it has also been
demonstrated in several models of experimental ischemia
that a massive release of the neurotransmitter DA accom-

1. Introduction

Evidence from human patients and experimental animal
models suggests the protective potential of the nootropic

drug vinpocetine against ischemic-induced neuronal dam-
age [2,3.6,10,19,22]. The plmrnmcolog_,lcul ‘down modula-
tion" of voltuge-sensitive Na™ channels (VSSC) has been
proposed to be an effective strategy against brain damage
induced by ischemia [37]. In agreement with this hypoth-
esis we hive recently shown that vinpocetine inhibits the
clevation of internal Na” induced by activation of pre-
synaptic VSSC., and the release of glutamate and aspartate
mediated by reversal of the excitatory amino acid transmit-
ter transporters [29]. A relationship between the elevation
of glutamate release and/or overstimulation of NMDA

*Corresponding author, Tel.: +52-5622-3866; fux: +52-5622-3897.
E-mail address: sitges@servidoramam.mx (M. Sitges).
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panied by a decrease in its metabolites DOPAC and HVA
takes place [7,9,33,35.38]. The reduction of ATP levels
caused by ischemia [21] is expected to raise intracellular
Na™ by inactivating Na* /K™ ATPase and by activating
VSSC. For instance, the direct inhibition of Na®/K™
ATPase by ouabain has been shown to increase neuro-
transmitter release in a TTX-sensitive manner [4,12]. As a
decrease or reversal of the electrochemical Na™ gradient
also triggers the DA transporter (DAT)-mediated release of
DA [18.32], it is reasonable to postulate that the DA
released by this means after ischemia could contribute to
the ischemic damage.

It is amply documented that depolarization-evoked
neurotransmitter release is composed of a Ca®*-dependent

)37
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fraction released by exocytosis and a Na™-dependent
fraction released from the cytosol by reversal of the
neurotransmitter transporters. Release of the exocytotic
fraction can be selectively induced by high K™ and release
mediated by reversal of the neurotransmitter transporters
can be induced by veratridine or ouabain [1,14,24-26,28].
In the present investigation the effects of vinpocetine on
the DAT-mediated release of DA, on the exocytotic release
of DA and on the concentrations of DA and DOPAC
released and retained in striatal synaptosomes were ex-
plored. Results indicate that, besides the selective inhibi-
tion of the DAT-mediated relense of DA, vinpocetine

increases DOPAC formation by a VSSC-independent
mechanism.

2. Materials and methods
2.1, Source of materials

=+ Eburnamenine-14-carboxylic acid ethyl ester (vin-
_pocetine), - n-methyl-n-propargyl-3-(2.4-dichloro-phenox-
y)propylamine (clorgyline), veratridine, l-octanesulfonic
acid .and pargyline were from Sigma (St. Louis, MO,
" USA). Reserpine and TTX were obtained from Research
Biochemicals International. 3,4-Ring-2,5,6]"*H]-dopamine-
HCI (specific activity 40 Ci/mmol) was obtained from
New England Nuclear (Boston, MA, USA). All other
reagents were of analytical grade.

2.2, Preparation of striatal synaptosomes

Dissected striata of four male Wistar rats (250-300 g)
were immediately placed in cold isotonic sucrose (1:10,
wt/vol) and homogenized (six strokes at 2000 rpm, 0.15
mm pestle—vessel clearance). The resulting suspensions
were centrifuged at 1500Xg for 10 min. and supernatants
obtained from this centrifugation were centrifuged for
another 20 min at 9000Xg. The resulting pellets containing
striatal  synaptosomes were resuspended in oxygenated
HEPES buffer (KRH). The composition of the KRH was
(mM): 127 NaCl, 1.18 KH,PO,, 3.73 KCI, 1 CaCl,, 1.18
MgSO,. 20 HEPES and 5.6 dextrose, pH 7.4, bubbled with
a 0,/CO. mixture.

It is important to note that the buffers used to perfuse
synaptosomes preloaded with the radioactive DA contained
the MAQ inhibitor pargyline at the concentration (100
M) most commonly used in studies designed to tollow
preloaded [’HIDA release. All the buifers used in the
endogenous DA and DOPAC release and retain experi-
ments did not contain pargyline.

2.3. Endogenous catecholamine release experiments

Rat striatal synaptosomes (391*2] pg protein) sus-
pended in 500 pl of KRH were preincubated at 37°C for 5

min and then incubated at 37°C for 10 min under the
experimental conditions to be investigated. For instance,
treatment with vehicle, vinpocetine, TTX, reserpine or
clorgyline under resting or depolarized (20 pM veratridine
or 30 mM KCI) conditions. In some experiments the
preparation was treated with vinpocetine or reserpine in
combination with clorgyline. The incubation was stopped
by centrifugation. The supernatants resulting from this
centrifugation (containing the DA and the DOPAC re-
leased) were transferred to clean vials, treated with an
aliquot of a perchloric acid (PCA)/EDTA mixture to
obtain 0.1 M and 0.1 mM final concentration, respectively,
and stored at —40°C for later analysis. The resulting pellets
were resuspended in 500 pl of a 0.1 M PCA/0.1 mM
EDTA pH 1.4 solution and vigorously vortex mixed. These
drastic conditions guarantee a complete discharge of the
catecholamines (DA and DOPAC) inside the synapto-
somes. In order to standardize catecholamine concentra-
tions per milligram of synaptosomal protein, the vortex
mixed suspension containing the disrupted synaptosomes
was centrifuged. The supernatants resulting from this
centrifugation (containing the catecholamines inside cach
sample of synaptosomes) were stored at —40°C for later
analysis, and the pellets were used for protein determi-
nation by the method of Lowry after suspension in 1 ml of
a 5 mM NuOH solution. The catecholamine-containing
samples were injected into the HPLC system within a
week alter the experiment. Results are expressed as the
concentration in pmoles per mg of synaptosomal protein of
catecholamine released or retained inside synaptosomes.
Endogenous DA release refers to the balance between the
released DA and the DA taken up again for 10 min. Total
DA (or total DOPAC) refers to the sum of the DA (or
DOPAC) released plus the DA (or DOPAC) retained by an
aliquot of synaptosomes exposed to a specific experimental
condition. Total catecholumines concentration refers to the
sum of total DA plus total DOPAC.

2.4. Determination of DA and DOPAC concentrations

Twenty microliters of the catecholamine-containing
samples in PCA/EDTA were injected into a Waters HPLC
system for analysis. The HPLC system consists of a
delivery pump (Model 600). a Rheodyne injector, an
analytical column (resolve, C,,. 150X3.9 mm internal
diameter, particle size 5 pm, controlled at 30°C) and an
electrochemical detector (Model DECADE), with glassy
carbon used at a voltage of +0.8 V versus a Ag/AgCl
reference electrode (range 1 nA). A mobile phase com-
posed of 50 mM orthophosphoric acid/50 mM citric acid
buffer, pH 3.1, adjusted with KOH, containing 5% (v/v)
methanol, 100 mg/l octanesuifonic acid and 20 mg/l
EDTA, at a flow rate of 1 mi/min, was applied for
catecholamine elution. DA and DOPAC concentrations in
the experimental samples were calculated trom calibration
curves obtained from the injection of increasing con-
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centrations of external standmd monoamme mlxtures mto
the HPLC qyslem. :

2.5, Preloaded -[ JH JDA release experiments”

The method used to load striatal synaptosomes with
[*HIDA and to study its subsequent release has been
described previously [27]. Briefly, about 5 mg of striatal
synaptosomes suspended in KRH (1 mg/ml) were incu-
bated with [*H|DA (4 1Ci, 0.1 pmol) at 37°C for 25 min.
Aliquots (600 1) of the [*H]DA preloaded strintal
synaptosomes were then transferred to Millipore filters
lying on multiperforated chambers. The radioactivity not
incorporated into the preparation was removed by superfu-
sion with KRH. After adjusting the flow rate to 0.5
ml/min, fractions were collected at | min intervals. After 6
min, the KRH medium (control) or KRH containing 15
1M vinpocetine was rapidly substituted for the respective
perfusion medium also containing 20 pM veratridine and
additional (min 7—12) perfusate fractions were collected.
The radioactivity released in each collected fraction and
that remaining in the filters at the end of the perfusion
experiment was counted. Results are expressed as the
percentage relensed per minute of total radioactivity. Total
radioactivity equals the radioactivity released during the 12
min of perfusion plus that remaining in the filter at the end
of the experiment.

2.6. Statistics

Student’s 7-test was used for statistical evaluations, P <
0.05 indicates that differences between data were consid-
cred statistically significant, However, when a statistically
significant difference between data was found, it was
highly significant. For instance, P2 <0.03 in the worst

ases.

3. Results

3.1, Effect of vinpocerine on veratridine-evoked release
of endogenous DA and endogenous DOPAC

Vinpocetine does not change the baseline release of
endogenous DA, but practically abolishes the dramatic
relecase of DA evoked by veratridine. Veratridine depolar-
ization increases DA release from control values (101
pmol/mg) to 122=10 pmol/mg. In the presence of
vinpocetine, this veratridinc-evoked release of DA falls to
18=1 pmol/mg (Fig. la). In the presence of the selective
Na'
veratridine-evoked release of DA falls to 14%=2 pmol/mg
(data not shown in Fig. la).

in addition to DA release, the main DA metabolite,
DOPAC, is released in high concentrations, while the other
DA metabolites, HVA and 3-MT, are undetectable. In

channel blocker TTX at a concentration of 1 uM the -

‘icontrol
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and veratridine-treated synaptosomes, . DOPAC
release is comparable, but in the control or veratridine

* synaptosomes also treated with vinpocetine 'it. increases

significantly (Fig. 1b).

Vinpocetine-induced DOPAC release and inhibition of
DA release by veratridine are both evident in the chro-
matograms (i.e. before standardizing per milligram of
synaptosomal protein). This is illustrated in Fig. lc and d,
which show that, in synaptosomes exposed to veratridine
(Fig. Ic), the DA peak is much higher than in synapto-
somes exposed to veratridine plus vinpocetine (Fig. 1d),
and that the DOPAC peak increases when vinpocetine is
present (Fig. 1d).

3.2, Effect of vinpocetine on high K *-evoked release of
endogenous DA and endogenous DOPAC

High K™ (30 mM) increases DA release about two-fold
over resting values (i.e. from 10 to 3523 pmol/mg). This
increase in DA release with high K™ is unchanged by'
vinpocetine or by TTX (Fig. 2a). .

DOPAC release in synaptosomes depolarized with hlgh;
K* alone or in combination with TTX does not change,
but in synaptosomes depolarized with high K7 in combina-
tion with vinpocetine an increase in DOPAC release is
again observed (Fig. 2b).

3.3. Effect of vinpocetine on DA and DOPAC
distribution inside and outside striatum isolated nerve
endings

The effect of vinpocetine on the concentrations of DA
and DOPAC inside synaptosomes was measured in parallel
with the released catecholamines. Vinpocetine at increasing
concentrations (1.5, 5, 15 and 50 M) progressively
decreases internal DA and increases DOPAC release, but
does not change DA baseline release or internal DOPAC

‘significantly (Fig. 3a and b). Comparison of total DA and

total DOPAC in synaptosomes exposed to vinpocetine at
increasing concentrations shows a dose-response relation-
ship between DA loss and DOPAC formation (Fig. 3c).
Total DA plus total DOPAC values are not significantly
changed by vinpocetine at any concentration tested (Fig.
3d).

3.4. Single and combined effects of vinpocetine and
clorgyline on DA and DOPAC distribution inside and
outside striatum synaptosomes

- Monoamino-oxidase A (MAQ-A) is the enzyme respon-
sible for DOPAC generation [23]. The selective inhibitor
of MAO-A, clorgyline, was tested at a low concentration
(0.1 uM) for its ability to inhibit DA metabolism in striatal
synaptosomes. Clorgyline increases DA, particularly inside
synaptosomes (100 pmol DA/mg for 10 min), and causes a
modest but statistically significant increase in DA baseline
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Fig. 1. Effect of vinpocetine on DA and DOPAC release under resting and veratridine depolarized conditions. Striatal synaptosomes were incubated (37°C)
for.10 min in: KRH (CTR). KRH with 15 pM vinpocetine (Vinp), KRH with 20 M veratridine (Vtrd), or KRH with 20 uM veratridine and 15 uM
vinpocetine (Vird, Vinp). Incubution wus stopped by centrifugation. The supernatants containing released DA and DOPAC were prepared for HPLC
analysis and the pellets used for protein determination, () DA released, *P < 0.00001 between Vird and Vird plus Vinp, (b) DOPAC released, *P <0.01
between CTR and Vinp and *P <0.02 between Vird and Vird plus Vinp, Results are the mean=S.E.M. values of 22, six.10 and five independent
experiments for CTR, Vinp, Vird and Vinp plus Vird respectively. (€) Chromatogram obtained from the injection of 20 ul of the supernatant of a
representative  veratridine-treated experimental sample and (d) chromatogram obtained from the supernatant of a representative veratridine plus

vinpocetine-treated experimental sample.

release. This clorgyline-induced increase in DA is accom-
panied by a decrease in both the DOPAC released and the
DOPAC inside synaptosomes (Table I, row 2). These
effects result in a pronounced increase of total DA and a
pronounced decrease of totul DOPAC (Table 2, row 2).

In contrast to clorgyline, vinpocetine dcuclses internal
DA, and in synaptosomes treated with vinpocetine and
clorgyline their effects are cancelled (Table |, column 1),

Vinpocetine increases DOPAC release, but is unable to
reverse the decrease in DOPAC release induced by
clorgyline (Table 1. column 2, first four values). Vin-
pocetine also does not change the decrease in internal
DOPAC caused by clorgyline (Table 1, column 3, first four
values).

Vinpocetine does not change DA baseline release and
clorgyline only increases DA baseline release moderately.

However, when synaptosomes are treated with both drugs
simultaneously the release of DA induced by clorgyline
alone is fucilitated (Table 1, column 4, first four values).

3.5. Single and combined effects of reserpine and
clorgyline on DA and DOPAC distribution inside and -
outside striatum synaptosomes

Since it is amply documented that reserpine induces an
increase in DOPAC formation [5,8,15], the effect of
reserpine, alone and in combination with clorgyline, was
tested. Reserpine at 1 wM markedly decreases internal DA,
further decreases DA baseline release and increases
DOPAC release, without changing internal DOPAC sig-
nificantly (Table 1, row 5). As for the case of vinpocetine,
these effects result in a pronounced decrease in total DA
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Fig. 2. Effect of vinpocetine on DA and DOPAC release in high K*
depolarized synaptosomes. Striatal synaptosomes were incubated for 10
min in: KRH (CTR), 30 mM high K' buffer (K30), high K* buffer with
15 wM vinpocetine (K30, Vinp) or high K* buffer with | pM TTX (K30,
TTX). () DA released. (b) DOPAC released, *£ < (.03 between K30 and
K30 and Vinp. Results are the mean=S.E.M. values of 22, nine, seven
and five independent experiments for CTR, K30, K30 plus Vinp and K30
plus TTX, respectively.

and in a pronounced increase in total DOPAC (Table 2,
:0w 5). Reserpine does not change the total catecholamines
swotal DA plus total DOPAC) concentration.

The decrease in internal DA induced by reserpine and
e increase in internal DA induced by clorgyline cancel
ach other in synaptosomes simultancously treated with
oth drugs (Table 1, column 1). Also, similarly to vin-
ocetine. reserpine increases DOPAC release, does not
change internal DOPAC significantly, and is unable to
reverse the decrease in both DOPAC release and internal
DOPAC induced by clorgyline (Table [, columns 2 and 3).

Interestingly, the moderate facilitation caused by vin-

cetine on the clorgyline-induced release of DA results in
. dramatic potentiation in the case ol reserpine. The 172
amol of DA released in clorgyline-treated synaptosomes
anereases o 11223 pmol when | uM reserpine is also
present and only to 358 pmol when vinpocetine is also
present (Table 1, column 4).

3.6. Effect of vinpocetine on baseline and veratridine-
X
evoked release of ["H[DA

The single and combined effects of vinpocetine and
veratridine (at the concentrations used in the experiments
In striatal

synaptosomes continuously superfused with buffers con-
taining 100 wM pargyline, allhough 15 pM vmpocetme'
increases the baseline release of [ H]DA it markedly
diminishes the subsequent release of [ H]DA evoked by 20
1M veratridine (Fig. 4).

4. Discussion

In the present study the effect of vinpocetine on the
release of DA and its metabolite DOPAC was investigated
in striastum isolated nerve endings under resting and
depolarized conditions.

We have shown that vinpocetine markedly inhibits the
DAT-mediated release of endogenous DA (Fig. la) and
preloaded [*H]DA (Fig. 4, min 7-12) triggered by the
veratridine-induced increase in VSSC permeability. While
vinpocetine does not influence the exocytotic release of
DA evoked by high K* depolarization, that does not
involve VSSC (Fig. 2). These results are consistent with
our previous findings that vinpocetine (5 and 15 puM)
inhibits the rise in internal [Na™] induced by veratridine
and does not influence the rise in internal [Ca®"] evoked
by high K™ [30] in striatal synaptosomes, and confirm our
previous conclusion that vinpocetine blocks presynaptic
VSSC but does not block presynaptic Ca** channels (as
has been suggested previously [36]). The present inves-
tigation shows, in addition, that vinpocetine increases
DOPAC formation at the concentrations required to block
presynaptic VSSC in vitro. However, the blockade of
presynaptic VSSC by vinpocetine is unlikely to be linked
to the mechanism responsible for vinpocetine-induced
DOPAC formation, because vinpocetine increases DOPAC
release independently of the state of presynaptic VSSC,
either under resting or under high K™ or veratridine
depolarized conditions (Figs. 1b and 2b). Another result
confirming this conclusion is that although vinpocetine and
the Na™ channel blocker TTX both inhibit DA release
evoked by veratridine and do not modify DA release
evoked by high K*, only vinpocetine increases DOPAC
release (Figs. 1 and 2).

As a first approach to understanding the origin of the
DOPAC released by vinpocetine the internal catecholamine
concentrations were measured. From these experiments it
became clear that vinpocetine increases DOPAC release by
decreasing internal DA dose dependently (Fig. 3). In
contrast to vinpocetine, the MAO inhibitor clorgyline
increases total DA and decreases total DOPAC (Table 2).
However, it is unlikely that vinpocetine increases MAO-A
activity, as vinpocetine fails to modify the inhibition of
DOPAC formation caused by clorgyline (Table 2).

Since the cytoplasm extravesicular DA (and not the DA
stored inside synaptic vesicles) is the MAO substrate,
compounds capable of increasing DA in the extravesicular
compartment will be expected to increase DOPAC forma-
tion. In agreement with this, the reserpine-induced release
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Fig. 3. Progressive effect of increasing vinpocetine concentrations on DA metabolism. Results are the mean=S.EM. values of 22, three, three, six and
seven independent experiments for O (control), 1.5, 5. 15 and 50 pM vinpocetine, respectively. *£ < 0.05. (a) DA concentration inside (@) and outside (O)
strintum isolated nerve endings. (b) DOPAC concentration inside (@) and outside (O) striatum isolated nerve endings. (¢) Internal plus external DOPAC
(A) and internal plus released DA (A). (d) Sum of internal and external catecholamines (squares).

of DA from the vesicular storage sites to the cytosol [16]
increases DOPAC formation very efficiently (Table 2). As
for the case of reserpine, vinpocetine increases DOPAC
release (Table 1, column 2), decreases internal DA (Table

Table |

Single and combined effects of clorgyline and vinpocetine (or reserpine)
on the concentrations of DA and DOPAC released and retained in
stristum synuptosomes

I, column 1) and loses this capability when MAO-A is
inhibited by clorgyline (Table 1), indicating that a re-
serpine-like mechanism is involved in the vinpocetine-
induced increase in DOPAC formation. The similitude of
the changes induced by vinpocetine and reserpine, along

Table 2
Single and combined actions of clorgyline und vinpocetine (or reserpine)
on total DA und DOPAC concentrations

" Experimenta) Internal DOPAC Internal DA n Experimental + Total Total
conditions DA released DOPAC  released conditions DA DOPAC
21 Control 267=18 26429 83x0 10=1 21 Control 27718 349*13
5  Clorg. 367%30% 200%)4* 153+ 1722% 5 Clorg. 384+30* 21517+
7 Viop. 13217*  379x43*  70x6 92 7 Vinp. 122x16* 449+45+
4 Vinp.+Clorg, 27225 2202 [4* 12£5% 35£8* 4 Vinp. + Clorg. 308%27 232x16%
4 Reserp. 51%3* 375 11*  94=%5 3xq=* 4 Reserp. 532+ 469=13*
4 Reserp.+Clorg.  268%3 208x9* REA b 112£3* 4 Reserp. +Clorg. 3805+ 211x9*

DA and DOPAC concentrations are in pmol/mg. Clorg., 0.1 pM
clorgyline: Vinp., 5 pM vinpocetine: Reserp., | wM reserpine. Results are
the mean=S.EM. of the indicated number (1) of independent experi-
ments.

*P <005, between control and drug-treated synaptosomes.

DA and DOPAC concentrations are in pmol/mg. Vinp., 50 pM vin-
pocetine; Clorg., 0.1 wM clorgyline; Reserp.. reserpine 1 M. Results are
the mean*S.E.M. of the indicated number (1) of independent experi-
ments,

*p < 0.05. between control and drug-treated synaptosomes.
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Fig. 4. Single and combined ellects of vinpocetine and veratridine on
["HIDA release, Striatal synaptosomes preloaded with [*HIDA  were
superfused with KRH without (@) or containing 15 1M vinpocetine (O).
Perfusate fractions were collected at | min intervals. Where indicated
(arrow) the respective superfusion media also contained 20 pM ver-
atridine (Vird). After this treatment, additional pertfusate tractions were
collected. All of these superfusion media contained 100 1M pargyline.
Results are the mean=S.E.M. values of four independent experiments.

with the structural similarity between the two drugs,
strongly suggests that vinpocetine and reserpine raise
DOPAC by increasing the availability of the cytoplasm
extravesicular DA, which is the substrate metabolized by
MAO to DOPAC.

An interesting point that emerges from the present study

is that DA baseline release depends on the concentration of

DA in the cytoplasm cxtravesicular compartment. For
astance, clorgyline, which impairs degradation of the
ytoplasm extravesicular DA, increases DA baseline re-
case, and when the cytoplasm extravesicular DA is
ubstantially increased by simultancous treatment  with
reserpine (which translocates vesicular DA to the cytosol
[16]) and clorgyline (which impairs cytosolic DA metabo-
lism) DA bascline release increases remarkably (Tuble I,
cotumn 4). This dramatic potentiation caused by reserpine

also found for vinpocetine. However, in comparison
‘vith reserpine, vinpocetine only causes a moderate facilita-
don of the clorgyline-induced release of DA (Table 1,
column 4). This quantitative difference is unlikely to be
due to the concentration of vinpocetine, because vin-
pocetine was used at a maximal concentration, Whether or
not the guantitative differences between the two drugs are
related to the moiety of reserpine absent in the vinpocetine
molecule is unknown. Reserpine inhibition of DA storage
has been reported to be practically irreversible [20]. Future
investigations directed at testing the reserpine-like effect of
vinpocetine on other monoamines would help to establish

possible differences between vinpocetine and drugs known
to compromise monoamine storage into synaptic vesicles,
such as reserpine.

Most in vitro studies (including various in our own
laboratory) directed at testing drug effects on DA release
are carried out in striatal synaptosomes preloaded with
radiouctive DA, using superfusion buffers containing the
MAQO inhibitor pargyline at a high concentration (100 pM)
in order to prevent radioactivity labeling of the transmitter
metabolites, The experiments with preloaded [*H]DA
reported here confirm the blockade of VSSC by vin-
pocetine, as evidenced by the marked reduction of the
veratridine-evoked releasc of [*H|DA (Fig. 4, min 7-12).
In these experiments the tritium released must be labeled
DA (and not labeled DOPAC), as ["H]DA metabolism is
inhibited by pargyline. It is interesting to note that
vinpocetine, which by itself does not influence the baseline
release of endogenous DA (Fig. la and Table !, column 4,
rows | and 3), increases the baseline release of radioactive
DA (Fig. 4, min 1-6). This apparent controversy is
explained by the impairment of ['H|DA storage by vin-
pocetine under conditions where [TH]DA metabolism is
inhibited by pargyline. This result also indicates that the
facilitation produced by vinpocetine on the clorgyline-
induced release of endogenous DA (Table 1, column 4)
can be extended to other MAO inhibitors. Moreover, the
conclusion that the baseline release of DA depends on the
concentration of DA in the cytoplasm extravesicular
compartment is also supported by the increase of [*H]DA
baseline release observed in vinpocetine-treated synapto-
somes, because in synaptosomes exposed to pargyline and
vinpocetine all the preloaded [*H]DA might be localized in
the cytoplasm extravesicular compartment, as [*HIDA
metabolism is inhibited and [*H]DA storage is impaired. In
control synaptosomes the [*HIDA concentration in the
extravesicular compartment might be reduced by the
partial storage of preloaded [*H]DA inside synaptic vesi-
cles.

In summary, the inhibition of neurotransmitter release
triggered by the increase in presynaptic VSSC permeability
is likely to contribute to the vinpocetine neuroprotective
capability in the CNS, because the inhibition by vin-
pocetine of the veratridine-evoked release of DA shown
here is extended to the excitatory amino acid neuro-
transmitters [30], which are 1000 times more concentrated
than DA, even in the population of striatum isolated nerve
endings [31]. Whether or not the effect of vinpocetine on
the vesicular storage of DA, which increases the con-
centration of DOPAC exported to the synapse, also contri-
butes to the neuroprotective capability of vinpocetine in
ischemia, one of the main causes of neuronal damage, is
unknown. Nevertheless, it is interesting that DOPAC
release has been shown to be ATP-dependent [13] and that
the reduction of ATP levels by ischemia particularly
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reduces the release of DA melabolltes, mcludmg DOPAC
[7,17,33,35].
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