UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

EFECTOS DE GABA, PICROTOXINA E INDOMETACINA SOBRE LA
ACTIVIDAD METABOLICA DE LINFOCITOS ESTIMULADOS EN
RATONES Balb-C.

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICO - BIOLOGA

VERONICA ROMERO LOPEZ

MEXICO D.F. 2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Jurado asignado:

Presidente
Vocal
Secretario
ler. Suplente

2do. Suplente

Prof. Saturnino de Leén Chapa

Prof. Atonatiu EdOmundo Gémez Martinez
Prof. Ma. Guadalupe Reyes Garcia

Prof. Jorge Fernando Paniagua Solis

Prof. Myrna Deciga Campos

Laboratorio 202 Edificio B Departamento de Biologia
Facultad de Quimica. UNAM.

Asesor del tema: M en C Ma. Guadalupe Reyes Garcia

Supervisor Técnico: Dr. Fernando Garcia Tamayo

Sustentante: Verdnica Romero Lopez




DEDICATORIAS Y AGRADECIMIENTOS...

Que dificil es escribir esto... pensar en quien vas a incluir en tus dedicatorias y a quien
le vas a agradecer es dificil asi que, de antemano, si alguien no esta incluido y penso

que se merece estar dentro de este escrito... lo siento!!!

Primero que nada, esto es para mi mama, que con toda la fuerza y entereza de una
mujer me ha sacado adelante, algo que yo agradezco. Mama gracias por todo, por
aguantarme y por quererme, no SOy muy expresiva pero... sabes que te quiero y te amo

con todo lo que tengo y lo que soy.

Para mis asesores y amigos, Dr. Fernando Garcia y Lupita Reyes, gracias por
ensefiarme el area de la investigacion, por ayudarme y asesorarme, por contestar todas

mis preguntas... Gracias por todo.

Para mi jurado, Prof. Saturnino, gracias a usted me encanta la inmunologia!! Siento
que haya tenido que lidiar con mi “gran” tesis. Prof. Atonatiu, gracias por sus

comentarios y sus tips.

Para mis comparieros y amigos de la carrera: Ana, Ara, Su, Liz, Eve, Ovix, muchas
gracias por estar a mi lado durante toda la etapa estudiantil, por pasarme la tarea, por
hacer equipo conmigo, por cargar mis cosas, sacarme libros, invitarme a comer,

escucharme, soportarme, los quiero un monton!!! Nos seguiremos viendo eh!

Para mis otros amigos: Ivan, te dije que estarias aqui... te quiero y extrafio, mis WTH
girls!!! You know... Ivonne, Tere, Jako, Nan, Rox, Diana, por compartir mis suefios con
ustedes, Nohemi, Zyanya, Cis, Claudia A todos ustedes, gracias por estar siempre para

mi... los quiero!!!



7272 567 4662737 783 553626 64 8432 33 2534742 3 4587466 7272 567
64667 783 6342236 76627 337743782 9 767 567 783 43 266624 36 43683
62728455672 53846 27426 25 46943 6425 2539 32813 2723 7826 229533 567
266 6722427 767 3947847 36 64 8432

Para mi querida universidad, por cobijarme por mas de 9 afios, por ensefiarme tantas
cosas, por ponerme delante de excelentes profesores y guiarme por el camino profesional.

Por ponerme barreras y ensefiarme a derribarlas.

iiORGULLOSAMENTE PUMAL!!

Vero Romero L.

*~Veronika Black—*

Loco es quien vive en su mundo. Como los esquizofrénicos, los psicopatas, los maniacos.

O sea personas que son diferentes a los demas,

Quiero continuar loca, viviendo mi vida como la suefio y no como los demas lo desean...

Paulo Coehlo

Veronika Decide Morir

El trabajo de investigacion experimental de esta tesis, se desarroll6 en el
Laboratorio 202 Edificio B, del departamento de Biologia de la Facultad de

Quimica de la UNAM como parte de un proyecto No. IN221303-2 que recibio
apoyo econdémico de la DGAPA.



indice

. Antecedentes

1.1 Interacciones Neuroinmunolégicas

111
1.1.2
1.1.3
114
115
1.1.6
1.1.7
1.1.8

119
1.1.10

Los nexos entre el cerebro y el sistema inmune

Los primeros experimentos

Las moléculas mediadoras

Alteraciones cerebrales y el sistema inmunoldgico

La naturaleza de las interacciones

La modulacién de las interacciones neuroinmunolégicas
Los mensajeros quimicos del sistema inmunoldgico
Los agentes neuroendocrinos que afectan la actividad celular
inmune

Inmunoregulacién simpatica

Inmunoregulacién a nivel hipotalamico

1.2 Neurotransmisores

121
122
1.2.3
124
125
1.2.6

Generalidades sobre la comunicacion interneuronal
Caracteristicas de la sinapsis

Caracteristicas de los canales iGnicos

Aspectos generales de la neurofarmacologia
Conceptos de neurotransmision quimica

Lugares de accion de mediadores quimicos

1.3 Caracteristicas del acido- g-aminobutirico (GABA)

131
1.3.2
1.3.3
134
1.3.5
1.3.6

El &cido g-aminobutirico (GABA)
Sintesis y metabolismo de GABA
Liberacion e inactivacion de GABA
La distribucion de GABA en el SNC
GABA y su funcion

Farmacologia del GABA

13
14
17
18

20
21
22

24
25
26
27
28
36

37

& 8

488



1.4 Receptores de GABA

1.4.1 ¢Qué es el receptor GABA? 59
1.4.2 Receptor GABA, 60
1.4.3 Receptor GABAs 67
1.4.4 Receptor GABAc 70
1.4.5 Células blanco para GABA fuera del SNC 72

1.4.6 Receptores de GABA median la inhibicion de la respuesta de las

células T 75

1.5 Agonistas y antagonistas de GABA

1.5.1 Farmacologia de las neuronas GABAergicas 77
1.5.2 Agonistas de GABA 77
1.5.3 Antagonistas de GABA 80
1.5.4 Modificacion del receptor GABAx neuronal por farmacos 82
1.5.5 Farmacologia del receptor GABAg 83
1.5.6 Farmacologia del receptor GABAc 84
1.5.7 Agonistas del receptor GABA: 85
1.5.8 Antagonistas del receptor GABA: 86
1.6 Aplicaciones de GABA 88
1.7 Sal de Tetrazolio: MTT
1.7.1 Aplicaciones 92
1.7.2 Ventajas 93
1.7.3 Desventajas 99
1.8 La respuesta inflamatoria
1.8.1 Lainflamacion 97
1.8.2 Mediadores humorales 103
1.8.3 Mediadores celulares 115
1.8.4 Inflamacion aguda 119

1.8.5 Inflamacion crénica 121



1.9 Antiinflamatorios no esteroideos (NSAID). Indometacina

191
1.9.2
1.9.3
194
1.95

Antiinflamatorios no esteroideos

Mecanismo de accion de los antinflamatorios no esteroideos
Efectos secundarios de los NSAID

Interacciones farmacolégicas de los NSAID

Indometacina

1.10 Indometacina, GABA y la inflamacién

Il. Obijetivos e Hipétesis

2.1 Objetivos e Hipdtesis

ll. Disefio del trabajo

3.1 Diagrama de flujo

IV. Métodos
4.1 Métodos
4.1.1
4.1.2
4.1.3
414
4.1.5
4.1.6

4.1.7
4.1.8

V. Resultados

Animales

Extraccion del bazo

Separacion de linfocitos

Medida de la viabilidad celular
Ajuste celular

Cultivo de linfocitos

a. En presencia de PTX

b En presencia de GABA

C. En presencia de Indo

d En presencia de GABA e Indo
e En presencia de PTX e Indo
Reduccion del MTT

Viabilidad final

5.1 Viabilidad celular

511

Cultivos de linfocitos con Con-A

124
125
129
135
136

142

147

149

151
151
151
151
152
153
153
153
153
154
154
155
155

159



V1.

VII.

VIIL.

Xl

51.2
513
514

Cultivos de linfocitos con PTX
Cultivos de linfocitos con GABA
Cultivos de linfocitos con Indo

5.2 Reduccion de MTT in vitro

5.2.1
5.2.2
5.2.3
524
525
5.2.6

Andlisis estadistico

Tratamiento de los linfocitos con Con-A
Tratamiento de los linfocitos con PTX
Tratamiento de los linfocitos con GABA
Tratamiento de los linfocitos con Indo
Tratamiento de los linfocitos con PTX mas Indo
Tratamiento de los linfocitos con GABA mas Indo

6.1 Prueba de Tukey

a)
b)
c)
d)
e)

)

Concanavalina-A
Picrotoxina

GABA

Indometacina

Picrotoxina + Indometacina
GABA + Indometacina

Discusion de resultados

Resumen

Conclusiones

Bibliografia

Apéndices

Apéndice 1. Vias metabdlicas alternativas para GABA

Apéndice 2. Equipos, soluciones y reactivos

Apéndice 3. Abreviaturas

159
161
163

165
167
168
169
171
172

175
175
176
176
176
176

178

183

186

188

195

196
200



1.1 Interacciones Neuroinmunoldgicas

111 LOS NEXOS ENTRE EL CEREBRO Y EL SISTEMA INMUNE.

No hace mucho tiempo, un profesor de medicina interna en una escuela de
medicina de renombre estaba charlando con un colega también muy destacado, que era
profesor de psiquiatria. El profesor de medicina pregunto al psiquiatra en qué estaba
trabajando. El psiquiatra le dijo que estaba estudiando la relaciéon entre el sistema
inmunolégico y el cerebro. Al oir eso, el primero lo miro con asombro y murmuré: “No
puedo pensar en dos sistemas con menor probabilidad de relaciéon”. En realidad, en
aquellos afios era casi una blasfemia en medicina sugerir que el sistema inmunolégico

podia estar controlado por algo que no fuera él mismad'.

Hasta hace aproximadamente tres décadas, existia una fuerte evidencia de que
el sistema inmunologico se arreglaba muy bien sin la ayuda ni interferencias de los
restantes sistemas y aparatos del organismo. Se creia que el mensaje era claro: el
sistema inmunoldgico no trabaja apoyado por el cerebro por la sencilla razén de que no
necesita de éste para desempenfar su funciéon. El sistema inmune funciona con piloto

automatico.

Sin embargo, solo hizo falta que transcurrieran unos pocos afios mas para que el
Doctor Terry Strom, un respetadisimo inmunélogo de la Escuela de Medicina de
Harvard, se atreviera a declarar lo siguiente en una reunién con sus colegas. “A pesar
de la capacidad del sistema inmunol6gico para autorregularse, lo cual esta
espléndidamente bien documentado, no creo que existan dudas de que el cerebro y las
hormonas pueden influenciar de alguna manera el resultado de una reaccion

inmunitaria” *.

A pesar de la afirmacion anterior y de muchas otras opiniones similares, todavia
hoy en dia, en algunos grupos de inmundlogos, neurélogos y psiquiatras, prevalece una
actitud de escepticismo. Cuando un periodista de una revista cientifica lider entrevisto a
algunos inmunélogos sobre sus reacciones ante los descubrimientos hechos por los

psiconeuroinmundlogos, muchos ignoraban que existiera esta rama de la ciencia®. Por



otra parte, algunos neurdlogos y no pocos psiquiatras se resisten a aceptar que los
linfocitos o las citocinas puedan estar involucrados en los suefios, las fantasias y hasta
en las lesiones neurolégicas de sus pacientes.

Actualmente es muy fuerte la evidencia de que existen estrechas interacciones
entre los sistemas nervioso e inmune. Numerosas observaciones y comprobaciones
experimentales han surgido de diversas fuentes. Se ha investigado desde la superficie
de los glébulos blancos individuales, desde las expediciones realizadas cuidadosamente
por los dificiles senderos del sistema nervioso y desde la terriblemente complicada
farmacologia del cuerpo -sus narcoticos, estimulantes y sistemas de sefales-, a la

misteriosa sinergia de sus elementos.

Los investigadores disponen ahora de suficiente informacion sobre la forma en
gue los pensamientos y los cambios de humor ponen en movimiento un ballet de
hormonas, neurotransmisores y actividades de la célula nerviosa que tienen un efecto
sutil pero notable sobre la salud. Hoy dia el valor de la evidencia es tal que, segun
sugiere el investigador europeo Johan Ahiqvist, “negar la posibilidad de lazos estrechos
entre el estado mental y las reacciones inmunoldgicas deberia verse como un suicidio

cientifico” *.

Una de las demostraciones mas espectaculares de esa relacion intima entre el
cerebro y el sistema inmunitario es la serie de experimentos realizados en la década de
los afios 70 por Robert Ader, del Departamento de Psiquiatria de la Escuela de Medicina
de la Universidad de Rochester’. Ader continué los estudios que habia iniciado Paviov
en 1928 sobre el condicionamiento de las respuestas fisiol6gicas y que habian
continuado varios otros investigadores tanto en Rusia como en USA. Su descubrimiento
fue un punto de inflexién en la investigacion, ya que €l y Cohen (un inmundlogo que era
su colaborador) orientaron su trabajo al estudio de la inmunosupresién y la posibilidad de
gue esta respuesta se pudiera condicionar a la ingestion de sacarina. Ellos confirmaron
las conclusiones iniciales de los cientificos soviéticos* de que la respuesta del sistema
inmunolégico podia condicionarse a la percepcién del sabor de un edulcorante.

Los resultados de Ader enviaron tremendas ondas de shock a la comunidad
cientifica. Numerosos investigadores -psiquiatras, inmunologos y otros- repitieron



ansiosamente el experimento de Ader pensando en demostrar que era absurdo.
Después de todo él era solo un psiquiatra (aunque con la ayuda de un inmundlogo)
metiéndose en un campo que no resultaba exactamente su especialidad.

Al final, la Ultima palabra la dieron sus investigaciones, que habian sido
realizadas con sumo cuidado y que confirmaban los descubrimientos de varios grupos
de investigadores en la Unién Soviética. Con el paso del tiempo, otros laboratorios
obtuvieron los mismos resultados y otros investigadores rusos fueron atraidos
inexorablemente a las mismas conclusiones de que ya no resultaba aplicable el modelo
de un sistema inmunolédgico autbnomo y automatico. Varios afios mas tarde, Ader tuvo
el placer de releer la conclusiéon de su primer trabajo, tan controvertido, de 1975: “Estos
resultados sugieren que puede existir una relaciéon intima y virtualmente inexplorada

entre el sistema nervioso central y los procesos inmunoldgicos” *.

Y asi fue como sucedié que hubo una vez, hace aproximadamente 30 afios, un
grupo de investigadores que se aventuré a buscar lo que muchos negaban que existia:
el nexo entre el cerebro y el sistema inmunitario.

11.2 LOS PRIMEROS EXPERIMENTOS

Para poder explicar los nexos anteriores, gran parte de la busqueda se centr6 en
el lugar mas obvio: el cerebro. La nocion de que el cerebro podria afectar al sistema
inmunolégico habia estado rondando en la mente de varios inmundlogos desde hacia

varios afios. Steven Locke, en su libro, “El médico interior™

menciona que en un
experimento realizado en 1924, un investigador tomé uno de sus conejos de laboratorio,
le ligd todos los vasos sanguineos que llegaban a una de las orejas, inyecté un antigeno

para estimular el sistema en esa oreja y la corté tres segundos después.

Segun las teorias inmunoldgicas convencionales, no debié haberse producido
ninguna respuesta por parte del sistema inmune. Al ligar los wasos sanguineos el
investigador aislé el antigeno del resto del cuerpo, de tal modo que no habia forma de
gue, en tan poco tiempo, el sistema inmunoldégico pudiera haber reconocido el antigeno

inyectado en una oreja que habia sido cortada casi inmediatamente después.



Sin embargo, cuando este investigador analizé una muestra de sangre del conejo
encontré anticuerpos especificos contra el antigeno que habia inyectado en la oreja del
animal. ¢Como era posible que si los vasos sanguineos estaban ligados, el antigeno
hubiera sido transportado por la sangre lejos del lugar de su inyeccién, lo suficiente
como para alertar al sistema inmunolégico? El investigador llegé a la Unica conclusion
l6gica que se podia esperar, de acuerdo al conocimiento inmunologico de esos afios: el
sistema inmunolégico podia funcionar sin la estimulacién quimica del antigeno que
circulaba con la sangre. ¢Cudl era el mecanismo por el cual el experimento daba
resultados positivos? En ese momento nadie tenia una respuesta y ésta parecio estar
escondida en algun lugar del sistema nervioso. Fue necesario que transcurrieran varios

afios antes de que comenzaran a obtenerse explicaciones.

Con todos estos antecedentes, gran parte de las investigaciones siguientes sobre
las relaciones entre los sistemas nervioso e inmune se centraron en el cerebro. El
hipotalamo recibié una atencién especial porque guimicamente ejerce un gran control
sobre todo el cuerpo, mediante hormonas y neurotransmisores y el sistema nervioso
autbnomo. Esta pequefia regién coordina una gran parte de la actividad del organismo,
ya gue no solo transmite sino que también recibe sefiales del sistema nervioso a través
de los nervios y sefales hormonales a través de la sangre. Debido a su amplia esfera
de influencia, el hipotalamo puede considerarse un centro homeostatico. Recibe
numerosas sefiales provenientes de las amigdalas, de otras regiones del cerebro y de la
sangre Y, responde a su vez, enviando otras sefiales distintas a diferentes partes. Asi
por ejemplo, el hipotdlamo controla a través de la hipdfisis las glandulas del sistema
endocrino, regula el apetito y controla el nivel de azlcar en sangre, asi como el
contenido liquido de la misma. Ademas actlia como el termostato del cuerpo, regulando
y controlando la temperatura.

El hipotalamo es como una fabrica de sustancias quimicas. Elabora y segrega
hormonas que van a participar en la estimulacién del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal
(eje HHA) y en la consiguiente respuesta de estrés, la cual desata la produccion de una
avalancha de otras sustancias quimicas corporales —como los glucocorticoides- que
influyen sobre el recambio de la energia corporal almacenada y las catecolaminas
(epinefrina y dopamina) que se liberan en las terminaciones del sistema nervioso

auténomo e influyen en la vida vegetativa de cada individuo.



Ademas de todos los efectos anteriores, el hipotadlamo tiene varios otros mas,
gue afectan la respuesta del sistema inmunolodgico y que son igualmente importantes.
Un grupo de investigadores de Europa Central y la Unién Soviética fue el primero en
sospechar el potencial inmunitario de esos pequefios conjuntos de neuronas localizados
en la base del tejido cerebral. En 1958, dos investigadores hungaros, Geza Filip y Andor
Szentivanyi *, descubrieron que, al quitar la parte media del hipotdlamo podian proteger
a los conejillos de indias del shock anafilactico. Estos investigadores encontraron que
los animales cuyos cerebros habian sido alterados en esta forma selectiva mostraban
escasa reaccién a un alergeno. Por el contrario, diez de trece animales cuyos cerebros
no habian sido alterados murieron cuando se les administré la misma dosis alergénica

gue a los operados.

A principios de la década del 60 comienzan a divulgarse los trabajos de una
investigadora rusa, Elena Korneva, del Instituto de Medicina Experimental de
Leningrado, por los cuales ella y sus colaboradores encontraban que el hipotalamo tenia
ademas otra funciéon notable, diferente a todas las conocidas hasta ese momento. Ella
obtuvo cambios importantes en la respuesta del sistema inmunol6gico después de
lesionar en forma selectiva varias partes diferentes del hipotalamo®. Por ejemplo,
cuando la porcion posterior 0 dorsal se seccionaba, se suprimian ambos tipos de

reaccion inmunitaria: la celular y la humoral.

El psiquiatra norteamericano George Solomon descubrié el trabajo de Korneva y
repitié algunos de sus experimentos con resultados similares®. El encontr6 que cuando
lesionaba el hipotalamo, la actividad del timo se inhibia notablemente. Solomon fue uno
de los primeros investigadores norteamericanos que sugirieron que el sistema nervioso
central -el cerebro y la médula espinal- desempefiaba un papel importante como
modulador del sistema inmunitario.

El psiquiatra Marvin Stein y sus colegas de la Escuela de Medicina Mount Sinai,
en la Ciudad de Nueva York, también habian estado estudiando el efecto del cerebro
(especificamente del hipotalamo) sobre el sistema inmunolégico’. En uno de sus
experimentos, Stein elimind la porcion anterior del hipotdlamo de conejillos de indias
mediante una pequefa descarga de corriente eléctrica. Luego inoculo a los animales
con las proteinas purificadas de la clara de huevo y los sensibilizé para que reaccionaran



violentamente a la segunda dosis.

Cuando los cobayos recibian la segunda dosis, morian ocho de cada diez, cuyos
cerebros no habian sido tocados. De aquellos cuyos cerebros habian sido destruidos
solo parcialmente moria menos de un 20 %. De este modo, Stein establecié un nexo
entre una zona determinada del cerebro (la regién anterior del hipotdlamo) y la respuesta
inmunitaria humoral responsable de las reacciones anafilacticas. El dafio sufrido por el
hipotalamo repercute en el sistema inmunoldgico. El trabajo de Stein sugiere que la
pérdida de ese control por parte del hipotdlamo se manifiesta en la inhibicion parcial o
total del sistema.

El investigador francés Gerard Renoux de la Escuela de Medicina de Tours,
especialista en el cerebro, habia escuchado historias de pacientes humanos con graves
dafos en la neocorteza (la capa externa gris cerebral) y cuyos sistemas inmunoldgicos
disminuyeron la actividad. Los resultados de sus trabajos iniciales” sugieren que no solo
el cerebro tiene influencia en el sistema inmunolégico, sino que partes dferentes del
cerebro tienen distintas clases de influencia.

En experimentos con cerebros de ratones cuando Renoux extrajo un tercio del
lado izquierdo del cerebro del animal, el organismo reaccionaba mas débilmente a los
antigenos extrafios. Cuando él extrajo parte del hemisferio izquierdo de los ratones,
pudo observar una disminucion del nimero de linfocitos T en el bazo, centro recolector
importante de células del sistema inmunitario. (Una extirpacién similar del hemisferio
derecho no tuvo ese efecto). Los experimentos sugirieron a Renoux que el lado

izquierdo del cerebro tiene la influencia mas directa sobre el sistema inmunoldgico.

Como los cambios de personalidad son profundos -en algunos pacientes estaban
acompafiados por cambios de ondas cerebrales caracteristicas-, los cambios en la
respuesta inmunoldgica explican que el cerebro es un factor decisivo. Una teoria
sumamente ingeniosa’ fue desarrollada por el neurélogo Norman Geschwind, (ya
fallecido), de la Escuela de Medicina de Harvard y del Beth Israel Hospital, y un ex
alumno de él, Peter Behan (ahora en la Universidad de Glasgow). La hipotesis de
Geschwind sostiene que no es una simple coincidencia el que las personas que padecen
la alteracion de la lectura conocida como dislexia tengan una tasa mas alta de



enfermedades autoinmunitarias que la del promedio de la poblacion. La clave del
misterio, dijo Geschwind, est4 en la manera en que se desarrolla el cerebro, en particular

en los varones.

Esas claves incidentales se unieron en la mente de Geschwind. En sus propias
investigaciones, él habia observado que los disléxicos suelen ser zurdos. Geschwind, un
experto en desarrollo cerebral, tuvo en cuenta la informacion y se pregunté que tenian
en comun la dislexia, el sexo masculino, el uso preferente de la mano izquierda y las
enfermedades autoinmunitarias: “La pregunta normal es porque esta asociacion”, dijo él.
“Podria decirse que este efecto (enfermedad autoinmunitaria) es completamente
psicolégico por causa del estrés producido por las alteraciones del aprendizaje. Pienso

que eso es insostenible” *.

Geschwind prefirié suponer que la hormona masculina, testosterona, y su accion
sobre el cuerpo y el timo eran las piezas que faltaban en el rompecabezas. Para la
mayoria de las personas el lado izquierdo del cerebro es el dominante. Controla al lado
derecho del cuerpo y es el responsable de las tareas de comunicacion, tales como
hablar, leer y escribir. Como los disléxicos son zurdos en su mayoria y de pocas
aptitudes verbales, Geschwind pensé que la mitad derecha de sus cerebros era la
dominante. Y como muchos disléxicos son varones, Geschwind dedujo que la
testosterona era la clave del caracter dominante del cerebro derecho. Desde la infancia
la testosterona esta controlando el crecimiento del cerebro. La hormona podria haber
influido también en el desarrollo del timo. Y Geschwind sefalo: “Sabemos que la
testosterona puede inhibir la actividad de la glandula timo. Como el timo tiene
importancia en la maduracion del sistema inmunoldgico eso podria explicar la asociaciéon
entre el uso preferente de la mano izquierda y las enfermedades autoinmunitarias.”

Todas estas observaciones e hipétesis se completaron cuando la
neuroanatomista Karen Bulloch descubrié® que el timo de la rata estaba envuelto con
fibras del nervio vago, uno de los doce nervios conectados con el cerebro en forma
directa. La disposicion de las fibras nerviosas en el timo es sorprendentemente

invariable en los animales, desde los roedores hasta los humanos.

La teoria de Bulloch es que no solo el cerebro puede afectar el timo sino que éste



necesita de una cierta cantidad de tejido nervioso para funcionar de manera normal y
producir los indispensables linfocitos T maduros. En apoyo de esto, Bulloch encontrd
gue una cepa particular de ratones que tiene el sistema inmunolégico débil también
posee sus timos poco desarrollados y con escasas fibras nerviosas. Bulloch piensa que
hay un impulso espontaneo del cerebro hacia los nervios que lo conectan con el timo.
Para demostrar esta hipétesis, en un experimento encerré tejido del timo en una capsula
porosa y lo implanté en un raton que habia nacido sin la glandula timo. Con el
transcurso del tiempo las fibras nerviosas del cuerpo del animal empezaron a infiltrarse

en la capsula buscando conectarse con la glandula perdida.
113 LAS MOLECULAS MEDIADORAS

Continuando estas investigaciones neuroinmunolégicas, en un trabajo realizado
en la Universidad de Indiana, David Felten, John William y otros, usaron colorantes
fluorescentes especiales para seguir los recorridos de los nervios.” Los canales los
llevaban no so6lo a zonas del timo donde se producen las hormonas sino también al
bazo, los ganglios linfaticos y la médula 6sea. Felten encontré ademas una red nerviosa
gue termina cerca de los vasos sanguineos y otras zonas por las que pasan los linfocitos
y sugiere que los nervios podrian tener influencia sobre la afluencia de glébulos blancos.
“La inervacion (el desarrollo de los nervios) sigue a los vasos sanguineos dentro de los
organos y se ramifica hacia fuera en el campo de los linfocitos”dice Felten.

Pero el equipo de Felten hizo otro descubrimiento mas importante®. Demostrd
gue muchas de las sinapsis del sistema nervioso, zonas proximas a las terminaciones
nerviosas desde donde se envian los impulsos o las sefiales quimicas, estaban situadas
cerca del timo y de las concentraciones de células basotfilas del bazo (células
inmunitarias cargadas de granulos que contienen sustancias quimicas). Encontré
grupos de fibras nerviosas cerca de esas células, lo que sugiere una directa conexion
neuronal.

Esos descubrimientos esclarecieron lo que el grupo decidié llamar mecanismo
neuromodulador, que podia actuar directamente sobre los linfocitos que maduraban
dentro del timo y en el bazo o los afectaban en forma indirecta al indicar a las células
baséfilas que descargaran su potente contenido de aminas vasoactivas. En pocas



palabras, al parecer todos los sectores fundamentales del sistema inmunol6gico estan
conectados con el cerebro.

Todos los experimentos mencionados revelan la importancia que tiene la
presencia del sistema nervioso para el buen funcionamiento del sistema inmunitario.
Pero todavia no se conocian los mecanismos de esos efectos. Un equipo de
investigadores japoneses” realizd un experimento sencillo para investigar el sistema
nervioso simpatico -el sistema que controla la vida vegetativa o refleja en el organismo-
en un grupo de animales de laboratorio, a los cuales se les administraron sustancias
guimicas que destruyen las terminaciones nerviosas. Poco después de esa destruccion,
el sistema inmunoldgico de los animales funciona sin ningin control, atacando al cuerpo
gue lo contiene. Ese trabajo sugirié que el sistema nervioso simpatico (el sistema que
aumenta su respuesta en las situaciones de estrés) tiene una accién frenadora de las
actividades inmunolégicas. Con estos resultados, la nocion de que el cerebro tiene una
conexién directa con el sistema protector comenzé a dar explicaciones para las
observaciones que habian encontrado depresiones del sistema inmune en situaciones

psicoldgicas especiales como el estrés crénico.

El poder del cerebro y del sistema nervioso autonomo fue descrito con claridad a
principios de siglo pasado por el fisidlogo de Harvard Walter B. Cannon. Este fisiélogo
norteamericano se sentia fascinado por el tema de la reaccion al estrés y esquematizé
un proceso al que denomino reaccion de lucha o huida®. Cuando el cerebro percibe que
una situacion -un juicio o la obligacién de hablar en puablico- produce estrés, esa
percepcion es una sefial de los niveles mas altos del cerebro del tallo cerebral, un corto
haz de nervios que conectan el cerebro con la columna vertebral. El tallo cerebral, a su
vez, excita al sistema nervioso autbnomo visceral, la red de nervios que regula las
actividades del cuerpo (digestion, latidos del corazén, funcionamiento de las glandulas,
contraccion y dilatacién de los vasos sanguineos), funciones que en un tiempo se
consideraban independientes del control consciente.

El sistema nervioso auténomo tiene dos subdivisiones: el simpatico y el
parasimpatico. El destino del sistema simpatico es responder a cualquier sefal de
alarma que reciba del tallo cerebral y ayudar a la movilizacion del organismo para la
accion. Estimula la circulacion de la sangre y el latido cardiaco y aumenta las
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secreciones glandulares. El sistema parasimpatico tiene un papel yin respecto del yang
del simpatico, ya que disminuye las funciones corporales y ayuda a digerir los alimentos
y, en general, a tomar las cosas con calma.

Durante la reaccion de estrés parte del simpatico avisa al par de glandulas
adrenales. Al recibir la sefial la médula adrenal comienza a segregar las poderosas
hormonas epinefrina y dopamina. Los dos son mensajeros quimicos que preparan al

organismo para reaccionar.

La mayor parte del conocimiento del efecto del cerebro en el cuerpo proviene de
la investigacion del estrés. También se sabe que, durante el estrés, la glandula pituitaria
aumenta su descarga de las endorfinas, poderosas quimicos cerebrales®. Ademaés de
ser analgésicos naturales, se sospecha que las endorfinas realizan otro trabajo
metabdlico: nos ayudan a aprender, recordar e intervienen en la regulacion de la

temperatura corporal.

La concentracion mas alta de las endorfinas esta en la pituitaria; ante cualquier
clase de estrés, desde la depresion y la infeccion bacteriana hasta el ejercicio, la

pituitaria descarga endorfinas al torrente sanguineo®.

Fascinado por la capacidad del cerebro de producir sus propias sustancias contra
el dolor, el fisi6logo John Liebeskind, de la Universidad de California, en Los Angeles
(UCLA), decidi6 determinar el valor de esa capacidad natural para disminuir el dolor.

Liebeskind esperaba aprender mas sobre el sistema si encontraba la manera de
obligar al cuerpo a producir analgésicos a su voluntad. Liebeskind® descubrié durante
sus experimentos con animales que soélo ciertas clases de estrés obligaban a la
descarga de los analgésicos naturales. Administrd a sus animales cortas descargas
eléctricas débiles y aparecieron las endorfinas. Pero, si les aplicaba una dosis de
electricidad continuamente durante tres minutos, aparecia un analgésico natural que no
era una endorfina. En el vocabulario de los farmacos cerebrales no era un narcético u

opiaceo.

Cuando produjo en las ratas los shocks inductores de narcéticos, ciertas células
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inmunitarias -las asesinas naturales que luchaban contra el cancer- se volvieron menos

activas. (Esa disminucion de la actividad no se produjo cuando el shock era prolongado.)

En experimentos similares uno de los investigadores que colaboraban con
Liebeskind, d psicologo Yehuda Shavit, hall6 también que la actividad citotoxica de las
células asesinas naturales (células NK) contra los tumores disminuye en las ratas con
estrés inductor de endorfinas”.

Para probar la hipétesis de la endorfina, Shavit inyect6 a las ratas una droga que
bloguea los efectos de la morfina y sustancias relacionadas. Su razonamiento era
sencillo: si las endorfinas disminuian la inmunidad del organismo, anulando la capacidad
del cuerpo de absorberlas también deberia anularse la accion inhibitoria de la
inmunidad. Y eso fue lo que ocurrié cuando Shavit inyect6 el bloqueador de la morfina.
Los sistemas inmunolégicos de los animales, especificamente las células NK, se

volvieron mas reactivas.

En otra prueba, Shavit administré a sus animales un narcético sintético: morfina.
El resultado fue el mismo: el efecto endorfina disminuy6 la potencia de la accion de las
células NK: cuanta mas alta era la dosis de morfina, mas baja era la actividad de las

células asesinas naturales.

Shavit y Liebeskind decidieron que las endorfinas tienen un efecto inhibitorio por
lo menos en una parte del sistema inmunol6gico. Este efecto explicaria porque, en
experimentos anteriores, encontraron que el estrés opiode empeoraba una forma de
cancer de ratas: el cancer de mama. Como las endorfinas son sintetizadas por el
cerebro, este “ejerce también una especie de control sobre el comienzo y el desarrollo
de la enfermedad®, dice Liebeskind.

Todavia es un misterio la forma en que los narcéticos hacen lo que hacen. Las
drogas cerebrales pueden actuar directamente sobre las células inmunitarias, pueden
tener una influencia indirecta al iniciar la descarga de las hormonas inmunosupresoras o

pueden tener alguna accién sobre el sistema nervioso.
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114 ALTERACIONES CEREBRALES Y EL SISTEMA INMUNOLOGICO.

La idea de que el sistema nervioso puede ejercer una influencia sobre el sistema

inmunologico solo tiene sentido si comprendemos las funciones de los dos sistemas.

Hace varios afos, el Doctor Albert Goldstein encontré claras muestras de un
desorden inmunoldgico en la sangre de los esquizofrénicos®. El detectd que esos
enfermos mentales tienen en la sangre sustancias similares a las que se encuentran en

los pacientes con enfermedades autoinmunitarias como la artritis reumatoide.

También observé que cuando administraba el tranquilizante clorpromazina a los
pacientes de esquizofrenia, no sélo desaparecian algunos de los sintomas de la
enfermedad sino también algunas anormalidades microscépicas del sistema inmunitario.
(Ademas de ser un tranquilizante, la clorpromazina es también un inmunoinhibidor.)
Esta correlacion indica que el cerebro es sensible a algunos de los mismos compuestos
bioquimicos que se producen en el curso del desequilibrio del sistema inmunoldgico. En
cierto sentido, el desorden mental y la enfermedad autoinmune comparten el mismo

vocabulario bioquimico”.

Si el cerebro y el sistema inmunolégico comparten las mismas sefiales
bioquimicas, ¢pueden intercomunicarse? Para que el cerebro dé instrucciones
inteligentes al sistema inmunoldgico, primero debe saber que estd sucediendo. Un
investigador argentino residente en Suiza, Hugo Besedovsky, demostré que existia un
modo de evidenciar las sefiales del sistema inmunoldgico al cerebro. Primero midio la
actividad eléctrica del hipotdlamo del cerebro de una rata. Luego Besedovsky inyect6 al
animal antigeno virulento. Mientras las células inmunitarias de la rata se movilizaban
para luchar contra los invasores, Besedovsky observo cuidadosamente la conducta del
cerebro respecto a los cambios de la actividad eléctrica’. Encontr la evidencia. Durante
la batalla que libraba el sistema inmunoldgico ocurria un aumento significativo en la
velocidad de trabajo de las neuronas. La agitada actividad inmunoldgica tenia un
paralelo de actividad eléctrica cerebral, la cual aumentaba mas de 100 veces. Hasta
gue Besedovsky conecto sus electrodos a los cerebros de sus ratas, solo habia
evidencia de que el cerebro podia enviar sefales al sistema inmunolégico, pero no la

habia que éste las recibiera. Por primera vez, Besedovsky la proporcioné. El escribi6:
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“Esos hallazgos constituyen la primera evidencia de una corriente de informacion entre
el sistema inmunolégico y el hipotadlamo, que sugiere que el cerebro participa en la

respuesta inmunoldgica” *.

Besedovsky y otros investigadores expandieron su descubrimiento cuando
buscaron los cambios producidos dentro del cerebro al recibir la sefial del sistema
inmunolégico. Se inyectaba el material inmunorreactivo en las ratas; cuanto mas fuerte
era la reaccion inmunitaria, mas vertical era la caida de un neurotransmisor: la
norepinefrina. Esta investigacion demostré que el sistema inmunoldgico no solo podia
hacer que su mensaje llegara al cerebro sino que obligaba a que se produjeran algunos
cambios. Se advirtid entonces que el nexo entre el sistema inmunolégico y el cerebro
era més intimo de lo que se habia supuesto’.

El bioquimico Nicholas Hall, encontré otra posible conexion quimica entre el
cerebro y el sistema inmunoldgico, pero a través del timo. Hasta ese momento se
conocia que cuando el timo segrega sus hormonas, hace dos cosas: 1) acelera la
maduracion de las células inmunitarias a células T (cuanto mas timosina segrega, mas

células T envia) y 2) envia una sefial al cerebro.

Hall y sus colegas propusieron una teoria diferente®. Se sabe que el organismo
tiene un agudo sentido de la fuerza y el nUmero de los enemigos que esta destruyendo.
Como parte de un sistema exquisitamente eficiente de autoproteccién, los niveles de
timosina se elevan y llegan al maximo en un tiempo aproximadamente igual al que lo
hacen los anticuerpos. Una vez que ha entrado e accidon el nUmero adecuado de
células, debe existir un método para que el timo interrumpa el ataque. La teoria de Hall
y Goldstein es que lo hace enviando una sefial al cerebro.

115 LA NATURALEZA DE LAS INTERACCIONES
En la actualidad hay dos vias de evidencia referente a la conexion del cerebro
con el sistema inmunolégico. Uno, en gran parte obtenido por deduccion, incluye lo

siguiente:

La conclusion de Robert Ader de que las funciones inmunoldgicas son
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susceptibles de influencia cerebral, basada en los experimentos en los que
el pudo producir cambios en el sistema inmunitario mediante
comportamiento condicionado.

Los trabajos de los soviéticos, George Solomon, Marvin Stein, Gerard
Renoux y otros demostrando que el dafio selectivo a partes de la
neocorteza cerebral y el hipotdlamo puede producir cambios también
selectivos en el sistema inmunoldgico.

Las teorias de Norman Geschwind, Peter Sifneos y John Nemiah
sugiriendo que ciertas diferencias estructurales del cerebro que influyen en

la comunicacion afectan el curso de las enfermedades inmunolégicas.

El segundo cuerpo, que comprende evidencias mas directas, incluye lo siguiente:
La cuidadosa investigacion del camino de los nervios que descubrid su
infiltracion en zonas importantes del sistema inmunologico: la médula 0sea,
el timo, el bazo, los ganglios linfaticos.

La evidencia de que sustancias analogas a la morfina, las endorfinas
secretadas por el cerebro, tienen efectos inhibidores y activadores de la
inmunidad.

Los hallazgos que demuestran la existencia de lineas activas de
comunicacion entre el cerebro y el sistema inmunolégico: es decir, de
moléculas mensajeras y de sus receptores especificos de uno y otro lado.

La complejidad del mecanismo de la conexién cerebro-sistema inmunolégico ha
sido cada vez mas evidente a medida que se tiene mas informacion sobre los dos
sistemas. Una cuestion que algunos han propuesto resolver es cual de los dos sistemas
es el dominante. Pero en estas interacciones que implican una homeostasis, no parece

probable la existencia de un sistema débil y otro fuerte.

Si bien en forma intuitiva uno esperaria que el cerebro fuera el que controlara la
interrelacién, en numerosas situaciones puede no ser asi. Algunos investigadores
sugieren que el sistema inmunolégico tiene tal grado de refinamiento que apenas
estamos comenzando a conocerlo. Puede funcionar en el organismo como un “sexto
sentido”, detectando los elementos del ambiente que escapan a los otros sentidos.

Hugo Besedovsky sugiere que el sistema inmunol6gico es una extension del cerebro, un
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“érgano receptor periférico” que pone al cuerpo en estado de alerta’, y el psiquiatra Joel

Elkes ha llamado al sistema inmunolégico “el sistema nervioso liquido” *.

Estas ideas reciben el fuerte apoyo de J. Edwin Blalock, bioquimico de la
Universidad de Texas. Las investigaciones microscopicas de Blalock acerca del sistema
inmunitario han develado nuevas sorpresas; entre ellas, que los glébulos blancos
pueden elaborar sustancias practicamente idénticas a ciertos peptidos que produce el
sistema nervioso’. Entre bs péptidos que los leucocitos pueden producir esta la
hormona adrenocorticotréfica (ACTH) o corticotrofina, que habitualmente es secretada
por las células de la glandula pituitaria y que tiene un papel preponderante en las

reacciones de estrés.

Esta capacidad sugiere, segun Blalock, que el cerebro no es el Gnico érgano
sensible al estrés en forma directa. El sistema inmunolégico tiene la misma capacidad
de reaccion ante situaciones estresantes, ya que aumenta la produccion de las mismas
sustancias que usa el cerebro para provocar un aumento en la produccion de
glucocorticoides.

Como una prueba de su teoria, Blalock estudid a un grupo de nifios con
deficiencias pituitarias que estaban recibiendo algunas vacunas de rutina. Por causa de
las deficiencias hipofisarias era poco probable que sus organismos produjeran ACTH
cuando sufrian estrés. Sin embargo, cuando se les administraron las vacunas, lo que
hubiera producido estrés suficiente en nifios normales para que sus organismos
elaboraran ACTH, los de los nifios deficitarios también lo hicieron, y, segun Blalock, la

fuente de ACTH fue el sistema inmunitario y no el cerebro conectado a la hipdfisis.

Dada la capacidad del sistema inmunolédgico para reaccionar al mundo exterior,
Blalock sugiere: “Quiza una de sus funciones es servir como 6rgano sensorial” *. La
diferencia es que los fenédmenos que percibe no estan en el campo de la vision, la
audicion, el tacto, el gusto ni el olfato. “El sistema inmunolégico es un sistema sensorial
para el tacto molecular”. El sistema posee una habilidad extrema para detectar
moléculas antigénicas no autégenas. Los linfocitos pueden reconocer un millon de
antigenos diferentes por su forma molecular. El sistema inmunolégico evoluciona en el

tiempo poniendo al dia su memoria inmunologica mediante un proceso de seleccion
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molecular natural.

La relacion descubierta hace poco tiempo entre el sistema nervioso y el
inmunoldgico esta llevando de vuelta a la medicina a un punto de vista mas holistico del
cuerpo humano. Las inesperadas capacidades del sistema inmunoldgico para producir
moléculas similares a las que se producen en el cerebro ofrecen nuevos campos a la
investigacion para saber qué sistema es el dominante. La respuesta puede estar en la
sugerencia del neurocientifico Novera Herbert Spector, del National Institute of Health. A
la pregunta respecto de cual es el sistema que controla, él responde: “La respuesta es

obvia, y las investigaciones lo demostraran: los dos sistemas se controlan mutuamente”
4

116 LA MODULACION DE LAS INTERACCIONES
NEUROINMUNOLOGICAS.

La respuesta inmune provoca cambios funcionales cerebrales, autbnomos y
endocrinos. Estos cambios pueden ser mediados por factores solubles liberados por
células activadas inmunolégicamente y que van a encontrar receptores en las células del

sistema nervioso.

No es una sorpresa que la respuesta inmune es también sujeto de control
neuroendocrino. Los altos grados de versatibilidad de ambos sistemas: inmune y
nervioso central sugieren un complejo trabajo involucrando diferentes tipos de células y
estructuras, capaz de emitir y recibir sefiales bidireccionales. Este concepto ha

permitido una visién mas integrativa de la inmunoregulacion.

Usando la amplia diversidad de receptores de reconocimiento de lo propio y no
propio, las células inmunes activadas deben tener mecanismos para poder llevar
mensajes al cerebro o a estructuras cerebro-controladas. Uno puede imaginar un cédigo
basado en combinaciones de mensajeros solubles, producidos por las células del
sistema inmune, los cuales podrian informar al sistema nervioso central acerca del sitio
de la respuesta inmune en operacion y de su intensidad. Informacion acerca del lugar
de una respuesta inmune podria ser transmitida por estimulacion de las fibras nerviosas

de 6rganos linfoides como los ganglios que estan estratégicamente localizados. Pero,
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por el otro lado, la existencia de un nivel de regulacion neuroendocrina sobre el sistema
inmune implica que las células de éste sean un drgano receptor.

Si la intervenciéon del cerebro ocurre, el cual puede depender de un programa
homeostético, la respuesta regulatoria seria el resultado de sefiales neuroendocrinas
externas y sefiales autorregulatorias inmunoldgicas. No existe duda que varios
mecanismos eficientes autoregulatorios existen, (por ejemplo, linfocinas y monocinas

regulatorias) los cuales confieren grados de autonomia al sistema inmune®.

117 LOS MENSAJEROS QUIMICOS DEL SISTEMA INMUNOLOGICO.

El sistema nervioso central, el sistema endocrino y el sistema inmunoldgico en
conjunto forman un complejo sistema de integracion funcional llamado: el sistema
neuroinmunoenddcrino, el cual permite la sobrevivencia y la adaptaciéon de las especies

a los diferentes ecosistemas.

El sistema neuroinmunoenddcrino esta formado por distintos tejidos entre los que
destacan el hipotalamo, las glandulas endocrinas (hipdfisis, tiroides, adrenales, gonadas,
pancreas, etc.), y el tejido linfoide. Estas estructuras regulan el crecimiento, la
alimentacion, la reproduccion, la conducta sexual, los niveles de electrolitos, las
respuestas al estrés e inmunolégica, entre otras, a través de distintos mensajeros

guimicos con diferentes estructuras y mecanismos de accién.

Entre los mensajeros quimicos del sistema neuroinmunoenddécrino se encuentran
diversos neurotransmisores, neuropéptidos, hormonas hipofisarias y del aparato
digestivo, hormonas esteroides y citocinas.

Aunque los mensajeros fueron aislados y purificados del sistema nervioso, el
endocrino o el inmunoldgico, actualmente se sabe que los diferentes mensajeros
guimicos pueden ser producidos de una manera compartida por los diversos tejidos en
donde ejercen diversas funciones. Diferentes mensajeros quimicos pueden regular
varios eventos bioguimicos relacionados con alguna funcién en particular, en la misma

célula.
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Las citocinas, particularmente las interleucinas, son los principales mensajeros
qguimicos del sistema inmune. Una gran parte de ellas es producida por los macréfagos
y los linfocitos. Conviene tener presente que los macréfagos forman parte de la
microglia en el cerebro y que éste no solo produce las principales citocinas del sistema
inmune sino que también sus neuronas y células de la glia pueden expresar receptores
para las mismas. Pero el sistema inmune también puede producir hormonas y varios

neurotransmisores.

El conocimiento que se tiene hasta el momento de los mensajeros quimicos de
los sistemas nervioso, inmune y endocrino ha permitido empezar a entender como se
llevan a cabo diversas funciones vitales para los organismos, tanto en condiciones
normales como patolégicas, lo cual ha llevado a establecer diferentes terapias para las
distintas enfermedades en las que estan involucrados los tejidos que conforman este
triple sistema. Como por ejemplo, los mensajeros del sistema gastrointestinal que
mejoran las condiciones necesarias para permitir la digestion y la absorcion eficientes de
proteinas, carbohidratos y grasas del lumen del intestino o las citocinas que participan
en la respuesta al estrés, la reproduccion y el suefio'. Estas terapias se basan en el
conocimiento de la estructura de los mensajeros quimicos, su metabolismo y su

mecanismo de accion.

La importancia de la comunicacion del sistema neuroinmunoendocrino esta
basado primeramente en la evidencia de receptores comunes para neuropéptidos
transmisores, hormonas y citocinas, asi como una intima asociacion anatémica entre los
elementos de los tres sistemas. El significado funcional de la interaccion
neuroinmunoenddcrina puede ser la coordinacion de un complejo mecanismo de
eventos celulares y subcelulares, incluyendo no solo los compartimentos linfoides, sino
también la musculatura'y, seguramente, la circulacion sanguinea.

La inmunoregulacion neuroendocrina no puede ser imaginada sin sefales
aferentes originadas en el propio sistema inmune. La necesidad de conexiones
aferentes, es algo que ya ha sido descubierto (Besedovsky) y se refleja en los cambios
neuroendocrinos durante la respuesta inmune. La existencia del factor incremento-
glucocorticoide (GIF) originado en células linfoides y su accion integrativa en niveles del
axén hipotalamo-pituitario ha sido demostrada’. Sobrenadantes de células del bazo
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estimuladas con Con-A tienen la propiedad de disminuir la actividad de neuronas
noradrenérgicas’®.

Sustancias como la histamina, el 6xido nitrico y la serotonina, neurotransmisores
clasicos que son liberados durante ciertos tipos de respuesta inmune, podrian también
actuar como mensajeros. Es sabido que los precursores de estos mediadores pueden
cruzar la barrera hematoencefélica. Mas recientemente, se ha mostrado que, las células
linfoides pueden producir ACTH y sustancias como endorfinas. Estos agentes podrian

por eso, también actuar como mensajeros inmunes.

Los anticuerpos también pueden ser considerados candidatos para mediacion de

interacciones inmune-neuroendocrinas.?

118 LOS AGENTES NEUROENDOCRINOS QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD
CELULAR INMUNE.

Ya hemos mencionado que son muchos los datos experimentales que muestran
como, lo mismo que todas las células del cuerpo, las células inmunes, con su extrema
versatibilidad y sus complejas tareas, no se escapan de las influencias neuroendocrinas.
El control del metabolismo y la proliferacién de las células inmunes estd bajo la
influencia de hormonas y neurotransmisores. Algunos ejemplos pueden ser suficientes

para ilustrar qué agentes neuroendocrinos pueden trabajar a los niveles mas refinados.

La expresion de antigenos de histocompatibilidad necesarios para restringir
interacciones entre células inmunes puede ser afectada por hormonas (por ejemplo
glucocorticoides). La producciéon de varias linfocinas y monocinas puede ser afectada
por ciertas hormonas. Ya ha sido demostrado que hormonas, neurotransmisores y
también neuropéptidos son capaces de influenciar pasos esenciales de la respuesta
inmune. Ademas, la manipulacion cerebral y el estimulo psicosocial puede resultar en
influencias sutiles en la conducta de las células inmunoldgicas.

Las hormonas son relevantes para la inmunoregulacidon bajo condiciones

fisiologicas. Los siguientes datos son las primeras evidencias de este mecanismo

regulador. Después de los cambios introducidos por la estimulacion antigénica, los
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niveles sanguineos de glucocorticoides se observaron incrementados en una forma
paralela con el desarrollo de la respuesta inmune. Los niveles que alcanzan estas
hormonas tienen un efecto inmunosupresor y ademas son capaces de suprimir la

respuesta a antigenos no relacionados.

Uno puede esperar que la estimulacién in vitro de las células del sistema inmune
libera mediadores, los cuales cuando se inyectan en animales normales, afectan la
glandula adrenal en una manera similar a la observada en animales inmunizados.
Algunos tipos de experimentos fueron disefiados usando sobrenadantes obtenidos de
células inmunolégicas estimuladas in vitro con Concanavalina A (Con-A). Por
consiguiente, la inyeccién de mediadores derivados de células inmunol6gicas pueden
imitar los eventos ocurridos después de la inyeccion del antigeno®.

Otro modo de produccion de un factor derivado de una célula inmune, el cual
puede incrementar los niveles en sangre de glucocorticoides, consiste en un co-cultivo in
vitro de leucocitos de sangre periférica humana (HPBL) con el virus de Newcastle (NDV).
Después de remover el virus, el sobrenadante fue inyectado en ratas. El incremento de
los niveles de glucocorticoides obtenido con sobrenadantes de cultivos de HPBL
infectados con NDV fue paralelo a un incremento de ACTH. Otros autores® han
demostrado que linfocitos de ratones infectados con NDV pueden producir una sustancia
similar al ACTH.

119 INMUNOREGULACION SIMPATICA.

La inervacidon simpatica media un mecanismo regulador que restringe a las
células inmunolégicas de sus actividades (interesantemente, los resultados obtenidos
hasta ahora de las investigaciones al respecto no permiten decidir si algunos efectos
reflejan la existencia de inmunoregulacion simpatica) Por consiguiente, se ha analizado
si la actividad de los nervios simpaticos, medida a través de los niveles de noradrenalina
(NA), cambia o no durante la respuesta inmune. Los resultados obtenidos constituyen
una evidencia definitiva de que un cambio significativo en el sistema simpatico es
reflejado por un decremento del contenido de NA del bazo, ocurriendo en el
medioambiente de las células inmunoldgicas. EIl decremento de NA esta inversamente
relacionado a la magnitud de la respuesta’. Tomando junto con los datos descritos en
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inervacion y efectos de agonistas, este decremento en NA puede esperar que afecte el

desempefio de las células inmunoldgicas.

Como los animales estan desarrollando constantemente respuestas inmunes
contra los antigenos medioambientales, el grado basal de la actividad de nervios
simpaticos puede ser influenciado por los grados de actividad inmunolégica. Animales
libres de microbios (Germfree GF) y libres de patdgenos especificos (specific pathogen-
free SPF) ofrecen un excelente modelo de estudio de niveles basales de catecolaminas

en érganos linfoides.

Se ha observado que los linfocitos T pueden influir en el desarrollo de la
inervacion simpatica del bazo. En ratones “desnudos”, sin Timo, los linfocitos T
inmaduros se pueden deteciar en la region periarteriolar de la pulpa blanca del bazo, las
fibras nerviosas simpaticas penetran esta area durante el desarrollo y liberan cantidades
cada vez mayores de NA. Se hadetectado que el bazo de los ratones desnudos (nu/nu)
tienen un contenido significativamente mayor de NA que los timos en los ratones
desnudos (un/+)®. La implantacién del timo en el nacimiento, revierte esta situacion.

1.1.10 INMUNOREGULACION A UN NIVEL HIPOTALAMICO.

El hipotalamo controla numerosas funciones pituitarias y autonémicas. Sobre los
datos escritos acerca de la intervencion del sistema nervioso y la pituitaria en la
inmunoregulacion, los resultados que se tienen hasta ahora sugieren que la respuesta

inmune puede evocar respuestas hipotalamicas.

Es bien conocido que las vias cerebrales aminérgicas modulan la actividad de
neuronas hipotalamicas. En este orden se ha estudiado si los caminos noradrenérgicos
del cerebro son afectados por la respuesta inmune y sus productos. En un estudio, los
productos solubles derivados de células inmunoldgicas median cambios de NA en el
hipotdlamo. Estos productos se administraron a ratas, dos horas después de la
inyeccion, los sobrenadantes de células del bazo fueron estimuladas con Con-A in vitro,
la concentracién de NA en el hipotalamo fue reducida cuando se compararon con los
sobrenadantes obtenidos de células linfoides no estimuladas. Se interpretan estos

resultados como la evidencia de que la activacion de las células inmunolégicas conduce
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a un decremento en la proporcion de la sintesis de NA en el hipotalamo, el cual es
posible mediar a través de un factor liberado por células inmunolégicas®.

El hecho de que la sintesis de NA hipotalamica es inhibida durante la respuesta
inmune permite ahora intentar integrar la evidencia descrita. La evidencia presentada
muestra que la respuesta inmune puede, por simisma, unir respuestas neuroendocrinas
con efectos inmunoregulatorios. Algunas de estas respuestas pueden ser atribuidas a
mensajeros solubles derivados de células inmunoldgicas. Se ha definido a la respuesta
inmune como una respuesta homeostatica que esta sujeta a niveles de regulaciéon
neuroendocrina como ocurre con otros mecanismos homeostaticos. Este concepto

implica que existen canales de informacion aferente entre células inmunes y el cerebro.

23



1.2 Neurotransmisores

121 GENERALIDADES SOBRE LA COMUNICACION INTER-NEURONAL

Las neuronas se comunican entre si mediante conexiones intercelulares
conocidas como sinapsis. Ademas de la sinapsis que una neurona establece con otra,
algunas neuronas también forman sinapsis con fibras musculares o con células
secretoras. Las sinapsis se dividen, por su morfologia y mecanismo de accién en:
sinapsis eléctrica y sinapsis quimica. En la primera, las neuronas estan acopladas por
medio de uniones comunicantes (gap junction) por las que pasan iones y la informacion
se propaga directamente de una célula a otra, mientras que en la sinapsis quimica,
participan mensajeros quimicos llamados neurotransmisores.

Existen mas de 100 neurotransmisores que por lo general son moléculas de bajo
peso molecular y estructura sencilla que se sintetizan y se liberan desde la célula
presinaptica e interactian con receptores proteinicos localizados en la célula
postsinaptica. Esta interaccion del neurotransmisor con su receptor permite que el
primero gerza sus acciones comunicando una célula con otra. La sintesis de los
neurotransmisores estd dada por la presencia de enzimas correspondientes en la
terminal presinaptica y por la disponibilidad de sus cofactores. Una vez liberados los
neurotransmisores, son degradados en el espacio sinaptico o bien son recapturados en
las células gliales o por la neurona presinaptica. En la presinapsis existen ademas

autoreceptores que regulan la cantidad de neurotransmisor que sera secretado.

El tipo de sinapsis (excitadora o inhibidora) depende tanto del neurotransmisor
liberado como de los iones a los que la membrana postsinaptica aumenta su
permeabilidad por la accion del neurotransmisor sobre su receptor especifico. Asi,
neurotransmisores excitadores, como el glutamato, la acetilcolina (Ach) y la serotonina,
abren canales selectivos a cationes (Na*, Ca”), con la consecuente despolarizacién de
la membrana postsinaptica. Mientras que los neurotransmisores inhibidores como el

acido g aminobutirico (GABA) y la glicina abren canales selectivos para aniones (Cl),

provocando un hiperpolarizacién de la membrana.

Los receptores para los neurotransmisores son proteinas integrales de
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membrana de dos tipos: los receptores ionotropicos que conforman ellos mismos un
canal i6nico y los receptores metabotropicos que son aquellos que estan acoplados a
una cascada de segundos mensajeros (AMPc, DAG, IP3, GMPc) mediada por proteinas
G, los cuales no solo afectan la permeabilidad de algunos canales i6nicos, sino que

ademdas maodifican otros procesos celulares.

1.2.2 CARACTERISTICAS DE LA SINAPSIS.

La sinapsis es el lugar de transmisién del impulso nervioso entre dos neuronas.
La membrana celular que rodea las terminales presinapticas y que se llama membrana
presinaptica contiene gran nimero de canales de calcio dependientes de voltaje.
Cuando un potencial de accion despolariza la terminal, muchos iones de calcio pasan
por estos canales y se vacian en la terminal. La cantidad de sustancia transmisora que
se libera en la hendidura sinaptica esta directamente relacionada con el nimero de iones
de calcio que penetra en la terminal. Cuando los iones de calcio penetran en la terminal
presinaptica, se supone que se unen a las moléculas de proteinas que se encuentran en
la superficie interna de la membrana presinaptica y que se llaman sitios de liberacion.
Esto, a su vez, hace que las vesiculas del transmisor situadas en lugares proximos se
unan también a la membrana, se fusionen con ella y finalmente, se abran al exterior

mediante el proceso llamado exocitosis. La transmision es unidireccional.

Un sinaptosoma es una preparacion de laboratorio de la sustancia particulada de
la sinapsis de una neurona que se obtiene por homogeneizacion de tejido cerebral o de
la médula espinal. Las membranas de las terminales de las células nerviosas,
desprendidas durante el proceso, se cierran formando organelos artificiales
osmoticamente activos, que mantienen los niveles interiores de K* y Na* y presentan una
diferencia de potencial normal a través de la membrana.

La membrana de la neurona postsinaptica contiene gran cantidad de proteinas
del receptor: 1) un componente de fijacién; 2) un componente iondéforo, el cual puede ser
de dos clases: i) un canal que deja pasar determinadas clases de iones o, ii) un
activador de segundo mensajero que penetra en el citoplasma celular y activa, dentro de
la neurona postsinaptica, una 0 mas sustancias. Estas sustancias a su vez sirven como
segundos mensajeros y son capaces de modificar determinadas funciones celulares.
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Anatomia fisiolégica de la sinapsis
(Tomado de Guyton, Hall., Tratado de Fisiologia Médica. 92 Edicion. McGraw -Hill Interamericana.

Pp.615-619, 623)

1.2.3 CARACTERISTICAS DE LOS CANALES IONICOS.

Los canales de los iones situados en la membrana de la neurona postsinaptica
suelen ser de dos clases: 1) canales de cationes que permiten el paso casi siempre de
los iones de sodio y 2) canales de aniones que permiten sobre todo el paso de los iones

cloro.

Los canales de cationes por donde pasan los iones de sodio estan bordeados de
cargas negativas. Estas cargas atraen a los iones de sodio con carga positiva y los
hacen pasar por el canal cuando el diametro del mismo aumenta de tamafio. Pero estas
mismas cargas negativas repelen a los iones cloro y a otros aniones, impidiéndoles el
paso. La apertura de los canales de sodio excita a la neurona postsinaptica. La
sustancia transmisora que abre los canales de sodio se llama transmisor excitatorio. (Por
ejemplo, acetilcolina). El elemento presinaptico contiene un gran niamero de vesiculas
gue almacenan el transmisor; en la parte terminal del axén estan las vesiculas que
contienen el neurotransmisor. La estimulacién nerviosa libera acetilcolina que,
difundiéndose a través de la hendidura, provoca un cambio en la permeabilidad de la
membrana después de la unién con su receptor.
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Terminal nerviosa colinérgica indicando la sintesis, el almacenamiento
y la liberacién de acetilcolina (Ach), y su hidrélisis por la colinesterasa
y Su accion sobre receptores colinérgicos en la célula efectora
y los receptores presinépticos
(tomado de Goth Andrés. Farmacologia Médica. Principios y conceptos. 8. Edicion. Ed. Interamericana, 1977,
pp.48-58)

En cuanto a los canales de aniones, cuando su didmetro se vuelve lo bastante
grande, los iones de cloro lo atraviesan pasando al lado contrario, mientras que los
cationes de sodio, potasio y calcio quedan bloqueados. Los canales de cloro abiertos
inhiben a la neurona y las sustancias que los abren se llaman neurotransmisores

inhibitorios .

1.2.4 ASPECTOS GENERALES DE LA NEUROFARMACOLOGIA.

Las neuronas del cuerpo humano se comunican entre ellas por impulsos
eléctricos y a través de mediadores quimicos que se conocen como neurotransmisores.
Sin embargo, sus efectos sobre estructuras periféricas solo los ejercen liberando los
neurotransmisores y no por impulsos eléctricos.

En las porciones periféricas del Sistema Nervioso Auténomo, los
neurotransmisores que desempefian un papel predominantemente son la acetilcolina
(Ach) y la noradrenalina (NA). En cambio, dentro del Sistema Nervioso Central se
admite que los neurotransmisores principales son Ach, NA, dopamina y serotonina. La
glutamina también puede ser un neurotransmisor importante en el cerebro. Algunos
aminoacidos naturales también tienen propiedades de transmisor. Los acidos L-

Glutamico y L-Aspartico excitan las membranas postsinapticas de muchas neuronas. El
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acido g aminobutirico (GABA) y la glicina son neurotransmisores inhibitorios naturales.

Gran nimero de drogas (por ejemplo los cannabinoides de la marihuana) imitan o
modifican la accion de los mediadores quimicos y pueden clasificarse como agentes

neurofarmacolégicos.

1.2.5 CONCEPTO DE NEUROTRANSMISION QUIMICA.

Cannon y Uridil° comprobaron que la estimulacion nerviosa simpatica del higado
libera una sustancia similar en diversos aspectos a la adrenalina. Este mediador, que se
llam6 primero “simpatina”, hoy se cree que es la noradrenalina. La identificacion de ésta
como neurotransmisor en los axones adrenérgicos la proporcioné Von Euler®.

La acetilcolina fue estudiada sistematicamente por Dale. La “hipotesis del cuanto”
de liberacion de acetilcolina y el papel e las vesiculas sindpticas en la transmision

neuromuscular y sinaptica, es una contribucién de Katz y colaboradores”®.

Los neurotransmisores mejor conocidos son bases nitrogenadas sintetizadas por
las neuronas a partir de precursores, y almacenadas en vesiculas, prontas para ser
liberadas. Las aminas activas no cruzan bien la barrera hematoencefalica, pero si la
cruzan los aminoé&cidos precursores.

Acetilcolina (Ach)- Es un neurotransmisor importante porque se halla tanto en

las terminaciones de los nervios periféricos como en las terminaciones nerviosas del
cerebro (sinaptosomas). La acetilcolina es sintetizada por la enzima acetiltransferasa de

colina, que antes se denominaba acetilasa de colina, segun la siguiente reaccion:

Aestikransferasa de calina
Coling + Acetilcoenzima A - Acedilcoling + Coenzdma A

Es secretada por las neuronas en muchas éareas del encéfalo, pero
especificamente, por las grandes células piramidales de la corteza motora, por las
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motoneuronas gue inervan los muasculos esqueléticos, por las neuronas preganglionares
del sistema nervioso parasimpatico y por algunas neuronas posganglionares del sistema
nervioso simpatico. Tiene un efecto excitador. Tradicionalmente la acetilcolina se ha
valorado por métodos bioldgicos utilizando un musculo esquelético como el recto

abdominal de la rana o el muasculo liso del ileon del cobayo como elemento de prueba.

La Ach liberada por un impulso nervioso debe ser destruida rdpidamente para
gue pueda actuar el impulso siguiente en una membrana postsindptica prepolarizada. La
destruccion de la acetilcolina se logra por las colinesterasas, que son de dos tipos. La
acetilcolinesterasa o colinesterasa especifica, hidroliza los ésteres acetilicos de la colina
mas rapidamente que los ésteres butiricos. La seudocolinesterasa o la colinesterasa no
especifica, se llama a veces butirilcolinesterasa porque hidroliza los ésteres butiricos y
otros de la colina mas rapidamente que el éster acetilico. La acetilcolinesterasa esta
localizada en las membranas neuronales, también en las membranas de glébulos rojos y
la placenta. La colinesterasa no especifica estd ampliamente distribuida en todo el
cuerpo. La colinesterasa plasmatica es del tipo no especifico. La concentraciéon
plasmatica de colinesterasa también esta disminuida en las enfermedades hepaticas

avanzadas, pues la enzima se fabrica en el higado.

Catecolaminas.- El término colectivo para noradrenalina (norepinefrina, NE, NA,
levarterenol, |-noradrenalina, 1-beta [3,4-dihidroxifenil]-alfa-aminoetanol) es el de
catecolamina, ya que este neurotransmisor son catecoles (ortodihidroxibencenos) y
contienen un grupo aminico en su cadena lateral alifatica. Es una hormona de peso
molecular 169.18 Da. La NA existe en las fibras adrenérgicas y en algunas vias dentro
del Sistema Nervioso Central. Es secretada también en la medula suprarrenal en
respuesta a la estimulacién del bazo. Es el neurotransmisor quimico de la mayor parte
de las terminaciones simpaticas. Se encuentra almacenada en los botones sinapticos de
las neuronas que la secretan. Sus principales metabolitos son la normetanefrina y el
acido vainillinmandélico. Es un agonista sobre las células efectoras, es un agonista
potente en los receptores a y tiene poca accién sobre los receptores h,. Las dosis
pequefias de NA no producen vasodilatacion ni disminuyen la presion arterial, ya que los

vasos sanguineos del masculo esquelético se constrifien, en lugar de dilatarse.
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La adrenalina (A) (isomero L del b- (3,4-dihidroxifenil)-a-metilaminoetanol) es la
catecolamina que existe en mayor proporcion en la medula suprarrenal del cuerpo
humano (en el adulto, la adrenalina constituye aproximadamente 80% de las
catecolaminas de la medula suprarrenal). Es una hormona de peso molecular 183.20
Da. Es un derivado metilado de la NA. Es inestable en solucién alcalina y con exposicién
al aire o a la luz, tomando un color rosado al oxidarse a adenocromo y luego pardo, por
la formacién de polimeros Es secretada por muchas neuronas cuyos somas celulares
estan situados en el tronco encefalico y el hipotalamo y por la médula suprarrenal. Es
liberada principalmente en respuesta a hipoglucemia, temor, angustia, estrés. Su accion
esta mediada por la presencia de receptores a o0 b en las células efectoras. La
determinacion de los niveles plasmaticos y urinarios y sus metabolitos es util para
establecer el estado funcional de la médula suprarrenal. Dosis muy pequefias (0.1 ny)
pueden hacer que la presion caiga. Los usos mas comunes de la adrenalina son para
aliviar la dificultad respiratoria, sus efectos cardiacos pueden ser (tiles para reestablecer
el ritmo cardiaco.

OH
|
HO CH—CH2—NH—CH3
HO
ADRENALINA
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La biosintesis de las catecolaminas es por hidroxilacion y descarboxilacion de los
aminoéacidos fenilalanina (Phe) y tirosina. Las diversas etapas en la biosintesis de las

catecolaminas son los siguientes:

Fenilalanina Hidrosilzsa de DezcarboribBsa de
Fenilalaning s——— Tir0gin g e— [0 S
Hidrosilasa Tirosing acido L-aminoaromaicn
f-Oxidasa de MN-Ahdeti kransferasa
Dopam ing =— O QGrENGliNE — Arengling
Copamina de ferilztarolamirg

La fenilalaninahidrolasa se encuentra principalmente en el higado. La hidrolasa
de tiroxina es una enzima citoplasmatica que cataliza el ritmo de produccién de la
biosintesis de las catecolaminas. Asi pues, la inhibicion de esta enzima por analogos de
aminoacidos, como la a- metiltirosina, origina una disminucién de catecolaminas en el
cerebro y diversos nervios simpaticos. La descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos
es una enzima citoplasmatica que descarboxila diversas sustancias ademas de la dopa,
con la cual convierte el 5-hidroxitriptofano a serotonina y la tiroxina a tiamina. La
b- oxidasa de dopamina, enzima que contiene cobre, unida a las membranas de los
granulos exoplasmicos, cataliza la conversion de dopamina a noradrenalina. La enzima
es inhibida por reactivos del cobre como disulfiram y dietilditiocarbamato. La transferasa
de Nmetil-feniletanolanima es una enzima citoplasmatica que existe sobre todo en la
medula suprarrenal, donde cataliza la transferencia de un grupo metilo desde la S
adenosilmetionina a la NA para producir A.

La Ay NA son metabolizadas en productos bioldgicamente inactivos por la
oxidacion y metilacion. La primera reaccion es catalizada por la monoaminooxidasa
(MAOQ) y la segunda por la catecol-O-metiltransferasa (COMT). La MAO se localiza en la
superficie externa de las mitocondrias. La COMT se encuentra en concentraciones
elevadas en el higado y los rifiones.

La NA y la dopamina inhiben la hidrolasa de tirosina proporcionando asi un

control interno del proceso sintético.
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En las células pequefias de los ganglios autbnomos y de ciertas partes del
cerebro la sintesis de catecolaminas se detiene en la dopamina, la cual es secretada
como un transmisor sinaptico. Su efecto suele ser inhibidor. La dopamina liberada es
recaptada mediante un mecanismo activo de recaptacion y es inactivada por la MAO y la
COMT.

Serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT).- se halla en mayor concentracion en
las plaquetas y las vias gastrointestinales. Se forma por hidroxilacién y descarboxilacion
del aminoacido esencial triptéfano. Un aumento en la ingestién de triptéfano en la dieta
puede aumentar el contenido de serotonina cerebral. Es secretada por los nicleos que
se encuentran en el rafe medio del tronco encefdlico, y que se proyectan hacia muchas
areas del encéfalo, especialmente a las astas dorsales de la médula y al hipotalamo.
Actlia como un inhibidor de las vias del dolor en la médula y es posible que produzca
suefio. Después de ser liberada por las neuronas serotoninérgicas, mucha de la
serotonina liberada es recaptada por un mecanismo activo de recaptacion e inactivada
por la monoaminooxidasa para formar el acido 5-hidroxindolacético.

Trp ke - Hidrad inp ke
Tnptlflfarll:l el 5-H|dm:ﬂtr|m6fﬁnu e Zerotoninag
Hid rol srs bescwbodaa

Los neurotransmisores ejercen su efecto sobre varias células interactuando con

receptores especificos que éstas tienen en la superficie de sus membranas.

En el caso de la Ach, sus receptores pueden ser divididos en dos tipos
principales en base a sus propiedades farmacoldgicas: muscarinicos y nicotinicos. La
muscarina imita la accién estimulante de la acetilcolina sobre el mudsculo liso y las
glandulas, estas acciones de la acetilcolina se llaman acciones muscarinicas y los
receptores involucrados reciben el nombre de receptores muscarinicos. Los receptores
muscarinicos existen en varios muasculos lisos, musculo cardiaco y glandulas exocrinas.
El receptor muscarinico queda bloqueado en forma competitiva por la atropina y drogas

similares.
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En los ganglios simpaticos, pequefias cantidades de acetilcolina estimulan a las
neuronas preganglionares y grandes cantidades bloquean la transmision de impulsos de
las neuronas preganglionares. Estas acciones no son bloqueadas por la atropina, pero
son imitadas por la nicotina. Por lo tanto, estas acciones de la Ach son llamadas
acciones nicotinicas y los receptores son receptores nicotinicos. Los receptores
nicotinicos de Ach estan localizados en ganglios autbnomos y a nivel de uniones
neuromusculares esqueléticas. Se llaman nicotinicos porque la nicotina también actla
sobre estos receptores. Los receptores nicotinicos de los ganglios autbnomos y bs del
musculo esquelético no son los mismos. Los efectos de la Ach en los ganglios
auténomos quedan bloqueados por el hexametonio, mientras que los receptores de la
unién neuromuscular esquelética son bloqueados por la dtubocurarida y compuestos
relacionados.

Los receptores nicotinicos de la Ach estan constituidos por un gran acumulo de
placas motoras terminales; es una proteina con peso molecular ligeramente mayor de
250,000. Esta compuesta por cinco subunidades: dos unidades a idénticas, una
subunidad b, una gy una d. Son canales i6nicos con apertura por ligando y su activacion
produce siempre un incremento rapido (milisegundos) de la permeabilidad celular al Na
y al Ca”™, despolarizacion y excitacion. Los receptores colinérgicos nicotinicos también
se encuentran en muchas partes del sistema nervioso central. Estos no se conocen por
completo. Los receptores colinérgicos muscarinicos son muy diferentes de los
receptores colinérgicos nicotinicos. Se han estudiado cinco tipos y todos se acoplan
mediante proteinas G a la adenilatociclasa o a la fosfolipasa C. No todos los receptores
son idénticos, por ejemplo el receptor muscular contiene cuatro subunidades definidas
en un complejo pentamerico (ajbdgo a,bde). Los receptores nicotinicos del SNC se

encuentran también en forma de pentadmeros. Ante la diversidad de los subunidades
receptoras nicotinicas neuronales, se han designado como los subtipos a y b. Son ocho

los subtipos de a (a2 - as) y cuatro los de b (b2- bs) en el sistema nervioso del mamifero.
Aunque no todas las combinaciones de a y b son funcionales. No existe una
nomenclatura estandar pero se han designado M. y My con base en su especificidad
farmacoldgica. Hay receptores M en los ganglios de diversas glandulas secretoras y
también abunda en el cerebro; el M, se encuentra en el corazén (miocardio) y parece

encontrarse también en el muasculo liso; el M, existe en todo el pancreas, donde favorece
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la secrecion de las enzimas pancreaticas y de la insulina; M, y M, se encuentran en el
musculo liso. De los receptores M; y My se desconocen sus propiedades farmacologicas
y sus efectos fisiologicos.

Las interacciones con los miembros de la familia de proteinas G median las
funciones basicas de los receptores muscarinicos. Los subtipos M, M; y Ms activan a la
proteina G denominada Gy11, que es la encargada de la estimulacion de la actividad de
la fosfolipasa C; el resultado inmediato es la hidrélisis de polifosfatos del fosfatidilinositol
para que se formen polifosfatos de inositol. Algunos de los isdbmeros de fosfato de
inositol producen descargas del Ca** intracelular desde sus sitios de almacenamiento en
el reticulo endoplasmico. El segundo producto de la reaccién de fosfolipasa C, el DAG,

activa a la proteincinasa C (PKC).

Los receptores M y M, interactian con un grupo definido de proteinas G (en
particular las denominadas G y Gy) con inhibicién resultante de la adenilatociclasa (AC),
activacion de los canales de K" operados por receptores y supresion de la actividad de
los canales del Ca”".

De la activacion de receptores muscarinicos pueden resultar otros
acontecimientos celulares, como la descarga de &cido araquiddnico y la activacion de la
guanidilatociclasa.

Hay receptores muscarinicos y nicotinico también en el sistema nervioso central.
La adrenalina y noradrenalina actiGan ambas sobre receptores a y b. La noradrenalina
tiene mayor afinidad para receptores adrenérgicos a y la adrenalina para receptores
adrenérgicos b. Las drogas que bloquean estos receptores se llaman agentes
bloqueadores adrenergicos a y blogueadores b. Los receptores adrenérgicos
constituyen una familia de proteinas sumamente relacionadas. Los receptores
adrenérgicos son glucoproteinas integrales de la membrana, con siete dominios
transmembranales, una asa de interconexion, un extremo amino extracelular glucosilado
y un extremo carboxilo citoplasmatico. Tanto en estructura como en funcién, se
relacionan también con los receptores de gran variedad de otras hormonas y
neurotransmisores que se acoplan a proteinas G. Todos los receptores b-adrenérgicos

estimulan la adenilatociclasa; la interaccién entre el receptor y la enzima no esta dirigida
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pero si mediada por una proteina G denominada Gs. La estimulacion del receptor
conduce a la acumulacion del AMPc, la activacion de la proteincinasa AMPC
dependiente y la alteracion funcional de numerosas proteinas celulares como resultado
de su fosforilacién. Ademas, el Gs puede aumentar directamente la activacion de los
canales de Ca’* voltaje-dependientes de la membrana plasmatica del musculo
esquelético y cardiaco.

Los receptores a.adrenérgicos inhiben la adenilciclasa al interactuar con
proteinas G denominadas G; por ello, las concentraciones intracelulares de AMP ciclico

estan reducidas y el estado de activacién de la proteincinasa AMPc dependiente se
encuentra disminuido.

Los receptores b-adrenérgicos se subclasificaron en b, (por ejemplo, los del
miocardio) y b, (mUsculo liso y la mayor parte de los otros sitios). El receptor adrenérgico
b puede hallarse estrechamente asociado con la enzima adenilciclasa. Los receptores a

y b son tipicamente alargados y unidos a las proteinas G; existen en muchas formas.

Recientemente se ha aislado un gen humano que codifica para un tercer receptor
adrenérgico beta (designado b;z). Como este receptor es aproximadamente diez veces
mas sensible a la noradrenalina que a la adrenalina, y es relativamente sensible al
bloqueo por antagonistas como el propranolol, pueden mediar respuestas a las
catecolaminas en sitios con caracteristicas farmacolégicas “atipicas” (por ejemplo el
tejido adiposo).

La dopamina liberada actla sobre diversos tipos de receptores. El receptor D
activa la adenilatociclasa sensible a la dopamina mediante G, el receptor D, inhibe la
adenilatociclasa mediante G,. El receptor D, también inhibe el metabolismo del IP3.

Se han descrito siete tipos de receptores de la serotonina: 5HT 14, 5HT 15, 5HT ¢,
5HT1p, algunos de las cuales son presinpticos; 5HT 2, que interviene en la agregacion
de plaquetas, contraccion del musculo liso y varios efectos en el cerebro, receptores
5HT3 que se encuentra en el cerebro y tejidos periféricos que intervienen en otras
funciones cerebrales y los receptores 5HT, cuyo papel fisiolégico todavia se desconoce.
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También existen varios tipos de receptores para GABA de los cuales se hara una

mencion detallada mas adelante.

Cada uno de estos receptores diferentes se puede expresar sobre células
distintas y, por consiguiente, su estimulacion por el correspondiente ligando se traduce
en efecto diferentes por ejemplo:

1.2.6 LUGARES DE ACCION DE MEDIADORES QUIMICOS.

La Ach tiene sitios de accion en: las terminaciones nerviosas
parasimpaticas posganglionares, a nivel de muasculo liso, masculo cardiaco
y glandulas exocrinas. También en todas las sinapsis ganglionares
autébnomas, en las terminales de fibras motoras, a nivel de las uniones
neuromusculares esqueléticas.

La NE tiene sitios de accion en: las terminaciones nerviosas simpaticas
posganglionares sobre musculo liso, musculo cardiaco y glandulas
exocrinas (con excepcion de las terminaciones nerviosas de las glandulas
sudoriparas).

Mientras que en la sindpsis del sistema nervioso central tienen sitios de
accion la Ach, NE, dopamina, serotonina, histamina.

La dopamina tiene sitios de accion en células PIF (células pequefias
intensamente fluorescentes) de los ganglios simpaticos, cuerpo estriado,
eminencia media y otras partes del hipotalamo, sistema limbico; partes de
la neocorteza, terminaciones de algunas interneuronas de la retina.

La serotonina tiene sitios de accion en: el hipotalamo, sistema limbico,

cerebelo, médula espinal y retina.

La determinacion del lugar preciso de accion de diversos neurotransmisores se
complica por dos consideraciones principales: 1) algunos de los mediadores pueden
actuar también en zonas presinapticas, influyendo en esta forma en la liberacién de
mediares, 2) los neurotransmisores pueden actuar en mas de un receptor postsinaptico.
En las terminales de fibras motoras a nivel de las uniones neuromusculares
esqueléticas.
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1.3. Caracteristicas del Acido g-aminobutirico (GABA)

1.3.1 EL ACIDO g- AMINOBUTIRICO (GABA).

A través de los afios, algunos aminoéacidos se han reconocido como candidatos
importantes a neurotransmisores en el sistema nervioso central de mamiferos. Aunque
los aminoé&cidos estan presentes en todo el cuerpo como un producto del catabolismo de
las proteinas, se ha encontrado que, en el cerebro, algunos de ellos funcionan como
neurotransmisores. Los aminoacidos que actdan como neurotransmisores pueden ser
divididos en dos grupos: los que tienen efectos excitatorios en la actividad neuronal
(como el Glutamato) y los que son inhibitorios (como el acido g aminobutirico (GABA) y

la glicina).

Aminoacidos inhibitorios como el GABA hiperpolarizan las neuronas de los
mamiferos. Probablemente los aminoacidos son los transmisores mas importantes en el
SNC de los mamiferos, en tanto que los otros transmisores Ach, NA, dopamina y 5
hidroxitriptamina probablemente intervengan en la transmisiéon de un pequefio porcentaje

de sefales en los sitios sinapticos centrales.

Hasta 1950 los investigadores identificaron a GABA como un constituyente
normal y unico del SNC de los mamiferos. El GABA imit6 los efectos observados con la
estimulacion de los nervios inhibidores. La mayor parte de las acciones del GABA en las
funciones cerebrales lo caracterizan como un transmisor inhibitorio. Kravitz y
colaboradores® demostraron que el GABA era el Gnico aminoacido inhibidor que se
encontraba exclusivamente en los nervios inhibidores de los crustaceos y que la
potencia inhibidora de los extractos de estos medios se debia a su contenido de este
aminoacido. La descarga de GABA se correlacion6, a continuacion, con la frecuencia de

la estimulacion nerviosa.

En el afio 1963 se obtuvo un mayor e importante avance en el conocimiento
sobre el GABA, con la publicacién de un descubrimiento por Kracvits, Kloffer y Potter?,
de sus efectos inhibitorios especificos. Ellos encontraron que el GABA imitaba los

efectos de la estimulacion de los nervios inhibitorios y que era el Unico aminoacido

37



inhibitorio encontrado exclusivamente en nervios inhibitorios y en una cantidad

adecuada, capaz de producir un estimulo inhibitorio.

GABA ha presentado los cinco criterios clasicos de asignacion como un
neurotransmisor: Primero, esta presente en las terminales nerviosas. Segundo, es
liberado por estimulos eléctricos en las neuronas. Tercero, se ha comprobado que
existe un mecanismo para terminar la accion de liberacion del neurotransmisor. Cuarto,
su aplicaciéon a neuronas blanco imita la accion de estimulacion nerviosa inhibitoria vy,
quinto, en las células se han encontrado sus receptores especificos. Una evidencia de
desarrollo sugiere un papel para alterar funciones GABAérgicas en desordenes
neurolégicos y psiquiatricos, incluyendo la enfermedad de Huntington, epilepsia,
alcoholismo, esquizofrenia, desordenes del suefio, enfermedad del Parkinson y retraso
mental.

1.3.2 SINTESISY METABOLISMO DE GABA.

El GABA fue conocido durante muchos afios como un producto del metabolismo
de las bacterias y las plantas. En los mamiferos el GABA ha sido localizado en el
encéfalo y en la médula espinal, el encéfalo contiene grandes cantidades de *&cido
glutdmico (aproximadamente 8-13 nmmol/g) que es la fuente principal para el metabolismo

del GABA.

Metabolismo de la glucosa: vias participantes. Formacion de aminoéacidos.

Las vias que participan en la producciéon de diéxido de carbono, agua, piruvato y
lactato a partir de la glucosa son esencialmente las mismas en el tejido nervioso y en los
demas tejidos: glucdlisis, ciclo del acido citrico y fosforilacién oxidativa. La via corta de
la hexosa monofosfato, que convierte la glucosa-6-fosfato en 6-fosfonogluconato y
fosfatos de ribosas, es relativamente inactiva en el tejido cerebral. Otras propiedades
caracteristicas del metabolismo de la glucosa cerebral son la formacién de GABA y la
generacion de grandes depdsitos de glutamato y aspartato

La glucosa es el principal precursor de la produccion de GABA in vivo aun

cuando el piruvato y otros aminoacidos también pueden actuar como precursores.

* El 4cido glutdmico es un amino&cido polar, cargado, acido e hidréfilico que también funciona como un aminoacido
excitatorio

38



Estudios con la glucosa marcada con **C tanto in vitro como in vivo han indicado que la

cadena de carbonos del GABA puede derivarse de la glucosa.

La sintesis del GABA se lleva a cabo a través de una sola reaccion: la
descarboxilacion del acido glutamico. La enzima responsable de esta reaccién es la
Glutamato-Descarboxilasa (GAD), la cual se encuentra practicamente confinada al tejido
nervioso. El primer paso es la transaminacion del a- cetoglutarato, formado del
metabolismo de glucosa en el ciclo de Krebs por GABA a- oxoglutarato transaminasa o
GABA-transaminasa GABA-T) en acido LglutAmico o dutamato. La acido glutamico
descarboxilasa (GAD) cataliza la descarboxilacion del acido glutamico para formar
GABA.

L e e e e e e e
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Esta reaccion esta intimamente relacionada con el metabolismo oxidativo de los
carbohidratos en el SNC donde la formacién de GABA es un camino alternativo, el “atajo
GABA”, que implica su produccion a partir de glutamato, su transaminacion con
a- oxoglutarato por la GABA a-oxoglutarato transaminasa (GABA-T) que produce
semialdehido succinico y regenera el Glutamato, y su entrada al ciclo de Krebs como
acido succinico, por medio de la oxidacién del semialdehido succinico a través de la
succinico-semialdehido-deshidrogenasa. Esta es una ruta normal en el metabolismo de

la glucosa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos o de Krebs.
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Hay tres enzimas primarias que intervienen en el metabolismo del GABA antes

de su entrada en el ciclo de Krebs:

Glutamicodescarboxilasa (GAD)

GAD es la enzima responsable de la conversion del acido L-glutamico a
GABA. Esta enzima actla sobre el glutamato y elimina el grupo g carbonilo en forma de
CO, para producir un gaminoacido. No se ha demostrado que haya reversion de esta
reaccion in vitro niin vivo. En los organismos de los mamiferos, esta descarboxilasa es
relativamente especifica, se encuentra en dos formas monoméricas (GAD¢s y GADsg;) en
el SNC donde esta presente en concentraciones més elevadas en la sustancia gris y en
el tejido retiniano. La localizacion de esta enzima en el encéfalo de los mamiferos se
correlaciona con el contenido del GABA. Se ha encontrado asociada con la fraccion
sinaptosomal.  Parece ser expresada solo en células que usan GABA como
neurotransmisor, y se encuentra solo en el citoplasma de las terminales nerviosas que
contienen GABA, localizada en las terminales nerviosas en el SNC, en las que se

encuentra aparentemente en forma soluble®.

La enzima tiene un peso molecular de aproximadamente 85 a 90 kDa, su
actividad 6ptima se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 6.5 y utiliza como cofactor
al fosfato de piridoxal. La enzima es dependiente de fosfato de piridoxal, pero la unién
de la apoenzima con el cofactor es labil y su saturacion no es completa. La posibilidad
de que la asociacién y disociacion del fosfato de piridoxal a la GAD pueda ser importante
para la regulacién in vivo de la sintesis de GABA se apoya en la observacion de que la
saturacion de GAD no es mayor de 35% aproximadamente con fosfato de piridoxal in
vivo a pesar de que las concentraciones de este cofactor en el cerebro son lo
suficientemente altas para activar totalmente a esta enzima.

En experimentos realizados in vitro, la actividad de la enzima se incrementa
notablemente cuando se agrega la coenzima al medio de incubacién. En otros estudios,
realizados in vivo, se ha observado que la actividad de la enzima disminuye en el
cerebro como una consecuencia de la administracion de drogas que inhiben la sintesis
de la coenzima o como el resultado de una dieta deficiente en vitamina Bs.

La enzima purificada es inhibida por analogos estructurales del glutamato,
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agentes que drapan grupos carbonilos (fosfato de piridoxal), reactivos de sulfhidrilo,
compuestos de tiol y aniones como el cloruro. Esta inhibicion por aniones puede ser
interesante desde el punto de vista fisiolégico. Existe la posibilidad de que las
variaciones en la concentracion de cloruros en una terminacion nerviosa especifica
pueda controlar la formacion de GABA. Sin embrago, la GAD aislada del cerebro de
mamiferos al parecer no es inhibida por el GABA.

La concentracion localizada de GAD se ha demostrado mediante
inmunohistoquimica de cortes histolégicos, recurriendo a los anticuerpos frente a la GAD
purificada. Su selectividad y su correlacién con la presencia de la transmisién nerviosa
mediada por el GABA indican, de forma consistente, que solo las terminales que liberan

GABA contienen esta enzima, por tanto esta sustancia constituye un marcador quimico.

Se pensaba gque existian dos formas de GAD en distintos lugares del sistema
nervioso; GAD | y GAD Il. El GAD Il se detect6 en tejidos no neuronales (corazén, rifidn,
higado). La clasificacion anterior se basé en el hallazgo de que la forma GAD Il
resultaba estimulada por aquellos agentes que se unen al carbonilo (por ejemplo, el
acido aminooxiacetico) y por el i6n cloro, mientras que la otra forma resultaba inhibida
por otras sustancias. Los trabajos experimentales posteriores demostraron que este
hecho era un artefacto del método analitico utilizado. Cuando se utiliza sustrato
purificado, tanto el idn cloro como el &cido aminooxiacético inhiben considerablemente la
produccion de **CO, y la cuantificacion de la actividad de la GAD es similar en los
diferentes tejidos estudiados. La GAD también se ha encontrado en otros tejidos no

neurales.

GABAtransaminasa (GABA-T)

El GABA es transaminado a semialdehido succinico y acido glutamico por
la enzima GABA aminotransferasa o GABA-transaminasa (GABA-T). La transaminacion
del GABA, constituye una reaccion reversible, de manera que si se dispone de una
fuente metabdlica de semialdehido succinico, es tedricamente posible formar GABA por
la inversa de esta reaccion. GABA-T tiene una amplia distribucién en los tejidos, pero en
el sistema nervioso esta presente en la mitocondria, aunque el GABA no puede formarse
en gran cantidad fuera del SNC; el GABA exdgeno puede ser metabolizado con rapidez
por el tejido nervioso central y el periférico. Esta enzima se ha encontrado asociada con
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la fraccién mitocondrial.

Tiene un peso molecular de 109 kDa y contiene dos subunidades idénticas,
requiere un pH optimo de 8.2 y también fosfato de piridoxal. Parece que la coenzima
esta mas intimamente ligada y saturada a esta enzima que la GAD. La relacion en el
cerebro de GABA-T/GAD en cuanto a su actividad casi siempre es mayor que uno. Los
reactivos de sulfhidrilo tienden a disminuir la actividad de GABA T,

El GABA es metabolizado por las células de la glia en las neuronas
postsindpticas. La gabaculina es un potente inhibidor catalitico de la GABA-T y también
inhibe a la GAD. Sin embargo la gabaculina tiene un grado adecuado de especificidad,
ya que es alrededor de mil veces menos eficaz como inhibidora de la GAD que como
inhibidora de la GABA-T. Puede lograrse una inhibicion selectiva de la GABA-T in vivo
con reactivos que contenian grupos carbonilo como la hidroxilamina ((NH.OH) o el acido
aminooxiacético, el cual aumento las concentraciones de GABA (hasta 500% del control)
en el sistema nervioso central**.

El acido hidracinopropionico se considera como un potente inhibidor de la GABA:
T. Se cree que este compuesto inhibe la GABA-T debido a su gran similitud con el
GABA en cuanto a configuracion estructural, tamafio molecular y distribucion molecular
de carga. No puede invertirse su accién inhibitoria por la adicion de fosfato de piridoxal.

Ya que tanto la GAD como la GABA-T dependen del fosfato de piridoxal, no es
sorprendente que los agentes farmacolégicos o estados patoldgicos que afecten a esta
coenzima puedan causar alteraciones en el contenido cerebral de GABA. Pueden
producirse convulsiones epilépticas por una falta de esta enzima o por su inactivacion.
La GAD al parecer es inhibida preferentemente por la transaminasa. Una dieta
deficiente de vitamina Bs en los nifios puede provocar convulsiones que responden bien
al tratamiento consistente en la adicion de piridoxina a la dieta. Sin embargo, muchas
observaciones indican que no hay una simple correlacién entre el contenido de GABAy
la actividad de convulsiva.
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Semialdehido succinico deshidrogenasa (SSDH)

El semialdehido succinico (SS) se forma como consecuencia de la accion
de la transaminasa sobre el GABA; el primero se oxida bajo el efecto de la semialdehido
succinico deshidrogenasa (SSDH), dando origen al &cido succinico. La distribucion
regional de la SSDH es paralela a la distribucion de la actividad de GABA-T en cuanto a
actividad; sin embargo, la deshidrogenasa es alrededor de 1.5 veces mas activa. La
maxima actividad se ha encontrado en el hipotalamo, en los ganglios béasales, la

sustancia gris de la corteza y en el techo del mesencéfalo.

La semialdehido succinico deshidrogenasa encefélica (SSDH) tiene una alta
especificidad de sustrato y puede diferenciarse de la deshidrogenasa aldehidica no
especifica que se encuentra en el cerebro. La enzima actia a un pH Optimo de
aproximadamente 9.2. La elevada actividad de esta enzima y la baja constante de
Michaelis que permiten que funcione con eficacia aln con bajas concentraciones de
sustrato, probablemente explican el hecho de que el semialdehido succinico (SAS) no
ha sido detectado como un metabolito endégeno en el tejido neural a pesar del
metabolismo activo del GABA in vivo. La SSDH tiene también una temperatura de
activacion de 38° C y Pitts sugirid que su actividad in vitro podria ser regulada por la
temperatura y que la fiebre podria producir un aumento del flujo a través de la via
metabdlica corta del GABA.

Vias metabdlicas alternas.

Ademas de sufrir una transaminacion y la entrada subsiguiente en el ciclo de
Krebs, al parecer el GABA puede pasar por otras transformaciones en el sistema
nervioso central, formando muchos otros compuestos (ver Apéndice 1). Quiza la mas
simple de estas conversiones metabdlicas sea la reduccion del semialdehido succinico
(un producto de la transaminacion del GABA) a ghidroxibutirato (GHB). La
transformacion de GABA a GHB ha sido demostrada en el encéfalo de rata, tanto in vitro
como in vivo. La existencia natural de GBH en el cerebro de los mamiferos ha sido
rigurosamente establecida por medio de la cromatografia de gases y espectroscopia de
masas, en donde al parecer las mas altas concentraciones se encuentran en la
sustancia negra y en las zonas de los ganglios basales. El GHB es muy importante ya
gue posee actividades anestésicas.
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Algunos investigadores aseguran que otro aminoacido, el acido g amino-b-

hidroxibutirico (GABOB), también se encuentra en el cerebro de los mamiferos en
concentraciones altas, tanto como 4 nmoles/g. Sin embargo, otros autores sefialan que

GABOB se encuentra en cantidades mucho menores o su ausencia total. Este
compuesto es considerado por algunos como un bloqueador de las convulsiones
inducidas experimentalmente en animales. Algunos investigadores aseguran que el

GABOB es clinicamente eficaz para prevenir y aliviar las convulsiones epilépticas.

Otros compuestos identificados en el cerebro de mamiferos han sido la g-amino

butirilcolina. Aunque los primeros trabajos la identificaron por cromatografia en papel,
posteriormente Kewitz realiz6 un estudio mas riguroso y estimé su concentracion en el
cerebro de la rata en aproximadamente 80 nmoles/g. Este éster de colina al parecer es
resistente a la hidrdlisis por la acetilcolinesterasa, en tanto que la butirilcolinesterasa
tiene cierta capacidad limitada para hidrolizar esta sustancia a una velocidad mas que

lenta. AUn cuando produce un efecto depresor prolongado y potente sobre la union
neuromuscular, no han sido extensamente estudiados sus efectos sobre el sistema

nervioso central.

La gbutirobetaina es otro compuesto cuya existencia ha sido sugerida para los

tejidos de los mamiferos. Ha sido tentativamente identificada en el SNC de los
mamiferos formando un complejo con la coenzima A. La accion de la g-butirobetaina

semeja a la accion de la acetilcolina, excepto que es mucho menos potente.

El 4cido g-guanidinobutirico también es un metabolito normal del cerebro de los

mamiferos y puede actuar como fuente de GABA por medio de una transamidinacion.

La g-aminobutirilhistidina (homocarnosina) se encuentra en el cerebro de vaca
(10-25 ny/g), de gatos y perros (1.2 ng/g) y en el de rana (240 ng/g) pero aun se

desconoce la importancia biol6gica de este compuesto.

La carnitina, como un metabolito normal que se produce en el cerebro de los
mamiferos, tiene una actividad semejante a la acetilcolina.

Finalmente, la gaminobutiril-lisina se ha observado exclusivamente en el sistema
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nervioso central.
1.3.3 LIBERACION E INACTIVACION DE GABA.

Los estudios tipicos con preparaciones in vitro, tales como cortes de corteza
cerebral, médula espinal o sinaptosomas, han permitido demostrar la liberacion de
GABA dependiente de Ca*".

Los estudios de liberacion de GABA in vivo a partir de la corteza cerebral o de la
sustancia negra, en respuesta a estimulos quimicos despolarizantes o a la activacién de
una via nerviosa, también ofrecen una prueba evidente del papel de neurotransmisor

gue tiene GABA en estas regiones cerebrales.

Puede inducirse la liberacion de GABA enddgeno o exdgeno acumulado y
marcado radiactivamente, en condiciones experimentales adecuadas. ElI GABA
marcado puede ser liberado de cortes cerebrales por estimulacion eléctrica o por la
agregacion de grandes cantidades de potasio en el medio de incubacion.

Al parecer no hay un mecanismo farmacolégicamente sensible para la rapida
degradacion del GABA similar al mecanismo de la colinesterasa para la destruccion de
la acetilcolina. No se ha establecido ningin mecanismo funcional definitivo de la
recaptacion para GABA dentro del sistema de los mamiferos. Sin embargo, el GABA es
captado activa y eficazmente por los cortes cerebrales y sinaptosomas.

La inactivacion funcional primaria del GABA se lleva a cabo por sistemas de
transporte. Estos se localizan especificamente en las neuronas que Iberan estos
compuestos y en las células gliales circundantes. Esta secuencia se conoce como via
corta del GABA.
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Via cortocircuito del GABA

La via corta del GABA.

La via corta del GABA forma un corto anexo al ciclo del acido citrico principal en
el cerebro, ofreciendo asi una via alternativa (atajo) entre el 2-oxoglutarato y el
succinato. Las reacciones de sintesis y degradacion del GABA se encuentran
distribuidas en dos compartimentos celulares distintos: la glia (astroglia) y las neuronas.
Esta via es la méas activa en el cerebro. Desde el punto de vista de la produccién de
energia, la ruta a través del atajo no es equivalente a la oxidacion directa del 2-
oxoglutarato en el ciclo. No se forma GTP vy, por lo tanto, tampoco ATP. Se genera un
ATP menos cuando el flujo metabdlico sigue la via corta del GABA. Solo del 8 al 10%
del flujo a través del acido citrico parece seguir el atajo; su funcién principal es la
biosintesis del GABA en concentraciones elevadas, en la mayor parte de las regiones
cerebrales. El mismo atajo no esta distribuido universalmente dentro del cerebro, debido
a que una enzima clave, la GAD, se halla solamente en aquellas neuronas inhibidoras
que liberan GABA como neurotransmisor. Puesto que la GABA transaminasa se localiza
en la mayor parte de las neuronas y células gliales, es evidente que todas las enzimas
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de la via corta del GABA estaran presentes dentro de las neuronas GABAergicas. Pero
el GABA liberado en la sinapsis y posteriormente incorporado a la glia circundante,
puede completar su transformacién dentro de las mitocondrias de estas células, debido a
gue contienen tanto GABA transaminasa como succinato semialdehidodeshidrogenasa.
La glutamina formada pasa a las terminaciones presinapticas donde es el sustrato
preferente para la sintesis tanto del GABA como del glutamato, que estan vinculados en
la transmision sinaptica.

Esquema de la sintesis y metabolismo del GABA en el SNC.

El analisis histoquimico para la localizacién subcelular de las diversas enzimas
gue actlan en este atajo muestra que todas ellas, excepto GAD, que es casi
exclusivamente neuronal, estan localizadas tanto en las mitocondrias de las neuronas
como en las células gliales. Asi, el ciclo o via corta que involucra a las células gliales
depende de la captacion del GABA liberado por las neuronas. Esta via no es exclusiva,

sin embargo, es predominante, ya que la GABA transaminasa esta mas concentrada en
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las células gliales. ElI GABA-T que es una enzima importante para esta via corta,
depende Bmbién del fosfato de piridoxal y su inhibicion causa el acumulo de GABA
dentro del tejido.

La vinculacion del GABA con los mecanismos que controlan la excitabilidad
neuronal se hace evidente por los resultados de la manipulaciéon de las dos enzimas que
tienen a su cargo la sintesis y la degradacion del aminoacido

134 LA DISTRIBUCION DE GABA EN EL SNC.

El GABA no penetra con facilidad la barrera hematoencefalica. Es dificil, sino
imposible, el aumentar las concentraciones encefdlicas del GABA, mediante su

administracion sistémica, a menos que se altere dicha barrera hematoencefalica.

El GABA esta ampliamente distribuido en el SNC. Se encuentra presente en altas
concentraciones (milimolar) en muchas regiones del cerebro. La concentracién mas alta
se encuentra en el hipotalamo, hipocampo y ganglios basales del cerebro, en la

sustancia gelatinosa de la espina dorsal y también en la retina.

En los mamiferos, solo se encuentran trazas de GABA en el tejido nervioso
periférico, como en el nervio ciatico, nervio esplénico y ganglios simpaticos. Lo mismo
en cualquier otro tejido periférico que no pertenece al sistema nervioso, como el higado,

el bazo o el corazon.

El cerebro también contiene grandes cantidades de acido glutamico (8-13
mmoles/g) que es el precursor mas importante del GABA. En las ratas, los cuerpos

cuadrigéminos y las regiones diencefalicas contienen las mas altas concentraciones de
GABA, en tanto que concentraciones mucho menores se encuentran en la totalidad de
los hemisferios cerebrales, la protuberancia anular y la medula espinal. Al parecer hay
aumentos progresivos en las concentraciones de GABA y en la actividad de la acido

glutdmico descarboxilasa en varias regiones del cerebro durante el desarrollo.

Tipos de células que contienen GABA.

Baekkeskov y colaboradores® han identificado la enzima sintetizadora de GABA
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(GAD) como un autoantigeno de 64 Kd relacionado con la aparicion de enfermedades
autoinmunes: la diabetes mellitus insulino dependiente y el sindrome del hombre rigido.
En un estudio en 1988, Garry y colaboradores® identificaron inmunorreactividad de
GABA concentrada en granulos zimégenos.

Las células nerviosas que sintetizan, almacenan, acumulan especificamente y
liberan GABA son generalmente definidas como neuronas GABAérgicas.

En el cerebro, se sabe que GABA esta presente en las células de Purkinje del
cerebelo. Estas células ejercen una influencia inhibitoria en las neuronas de los nucleos
de Deiter en la medula, lo cual sugiere un papel funcional de GABA en el control de los
reflejos cerebelosos. Altas concentraciones de GABA también se han encontrado en el
ganglio basal, particularmente en la sustancia nigra.

El GABA media las acciones inhibidoras de las interneuronas locales en el
cerebro y puede mediar también la inhibicion presinaptica dentro de la médula espinal.
Se han demostrado sinapsis inhibidoras GABAérgicas presuncionales con mayor
claridad entre las neuronas cerebelosas de Purkinje y sus blancos en el nucleo de
Deiter, también entre las interneuronas pequefias. El GABA media también la inhibicion
dentro de la corteza cerebral y entre el nicleo caudado y la sustancia negra. Las células
de Purkinje del cerebelo, que recogen las aferencias principales cerebelosas desde el
bulbo raquideo, actian liberando GABA.

Se han localizado neuronas y terminaciones nerviosas GABAérgicas mediante
métodos inmunohistoquimicos que hacen visble a la GAD, enzima que cataliza la
sintesis de GABA a partir del acido glutdmico, o mediante hibridacién in situ de los
MRNA para este.

Sistema nervioso parasimpatico.- La primera evidencia parcial de la
presencia de neuronas GABAérgicas fuera del SNC fue encontrada por Jessen y
colaboradores (1979). Estos autores presentaron datos bioguimicos y autoradiograficos
indicando que en los plexos mesentéricos del intestino, estan concentrados el GABA y
su mayor enzima biosintética GAD. Ademas, el estimulo evoca la liberacion de GABA
exogeno y enddégeno y su dependencia de calcio ha sido demostrada en el plexo del
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mesenterio.

Desde ese momento, muchas lineas de evidencia adicional se han
acumulado para mostrar que GABA juega un papel de neurotransmisor en estructuras
bien definidas en el sistema nervioso gastrointestinal. GABA y GAD han sido localizados
en elementos neuronales del tracto gastrointestinal. También se ha demostrado la
acumulacion de GABA en neuronas de varios segmentos del intestino de diferentes
especies. La ontogenia del GABA acumulado en células del duodeno ha sido

caracterizada por autoradiografia.

Sistema nervioso simpatico.- La demostracion de neuronas
GABAérgicas en ganglios simpaticos, como el ganglio superior cervical, han sido
hallazgos esperados, pensando asi en los primeros reportes sobre una funcién
inhibitoria de GABA, porgque en los ganglios simpaticos, el GABA exdgeno es llevado

comunmente por células gliales y puede ser liberado por estas células del ganglio.

Mas recientemente, la disponibilidad de antisueros contra GABA permitio
la demostracion inmunocitoquimica de GABA en elementos neutrales del ganglio
cervical superior y en el ganglio prevertebral. También ha sido encontrado que axones
GABAérgicos estan distribuidos irregularmente dentro del ganglio cervical superior con
una densa innervacion GABAérgica del soma y del tallo. Las enzimas GAD y GABA-T

han sido localizadas en estructuras neuronales del ganglio simpatico.

Otras células nerviosas.- Las evidencias que se han obtenido

autoradiograficamente sugieren que varias fibras nerviosas en la glandula tiroides
acumulan GABA de manera especifica.

En la espinal dorsal, GABA es considerado como un transmisor inhibitorio
gue media la inhibicién sinaptica por reduccion de la liberacion del transmisor de las
terminales de las fibras aferentes primarias.

Células gliales.- GABA puede <r liberado de estas células gliales por

estimulaciones despolarizantes.
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Células endocrinas.- En esta categoria de células que contiene GABA,
uno puede encontrar algunos tipos de células que tienen origenes neuroepiteliales
(pinealocitos, células adrenal cromafines).

Células adrenal cromafines.- En algunas de estas células de la
medula adrenal, GAD y GABA-T han sido visualizadas por técnicas
inmunohistoquimicas y la captura y liberacion de GABA exdgeno ha sido
demostrado. Estas células derivan de la cresta natural.

Pinealocitos.- En glandula pineal de varios vertebrados, GABA es
localizado comUnmente en estas células.

Células pancredticas b.- Okada y colaboradores'® fueron los
primeros en indicar que posiblemente GABA también se puede producir en
las células del sistema endocrino, ya que observaron que GABA y su mayor
enzima biosintética (GAD) estan presentes en altos valores en los islotes
pancreaticos. Subsecuentes estudios proporcionaron evidencia
inmunocitoquimica de que GABA, GAD y GABA-T estan presentes en una
poblacion de células beta en el centro de los islotes donde estan co-
localizados con la insulina. Reusens-Billen y colaboradores® en 1984
describieron la localizacién de sitios de unién de GABA de alta afinidad en el
pancreas de ratas neonatales.

Células foliculo-tiroides.- Estudios autoradiograficos revelaron que
células del foliculo entodermal, en la glandula tiroides, pueden aumentar sus
valores de GABA con alta afinidad.

Células endocrinas de la pituitaria.- GABA y GAD han sido
demostrados en diferentes poblaciones de estas células.

Células exocrinas y otras células epiteliales -

Exocrinas pancreaticas.- En un reciente estudio, Garry vy
colaboradores’” demostraron la inmunoreactividad de GABA en células

acinares del pancreas.
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Exocrinas estomacales.- Una mezcla de GABA no neuronal ha
sido demostrada recientemente en cortes de tejidos del estomago de rata. En
estudios preliminares, la inmunoreactividad de GABA ha sido localizada en
los granulos secretores de la mucosa epitelial gastrica.

Oviducto.- Autoradiografias de células secretoras epiteliales han
mostrado que éstas tienen la capacidad de acumular GABA en una manera
especifica. Estos niveles de mezcla de GABA podrian ser liberados por
despolarizacion quimica y eléctrica. Examenes inmunocitoguimicas han
revelado que la mayoria de células epiteliales contienen altos niveles de
GABA y GAD.

Higado.- La presencia de GABA, GAD y GABA-T en hepatocitos

aislados también han sido demostrados por técnicas bioquimicas.

Rifi6n.- Goodyer y colaboradores reportaron que una alta afinidad
del sistema de captura de GABA esta presente en el borde de las vesiculas
aisladas del rifion de h rata. Recientemente estos autores han demostrado
niveles significantes de GABA y sus enzimas relacionadas en fracciones de
células tubulares preparadas de rifién.

Piel.- Ha sido reportado que GABA esta presente en los
gueratinocitos. En una forma macromolecular, en estas células, GABA tal vez

sea formado por putrescina.
Otros tipos de células.-

Oocitos.- Inmunoreactividad de GAD en o0ocitos y su incremento
durante el ciclo de maduracion.

Espermatozoides.- Mediciones bioquimicas revelaron niveles
detectables de GABA en una preparacion de espermatozoides.

Células sanguineas- Se ha encontrado que varias células

sanguineas contienen actividad GABA y/o GAD y GABA-T, asi como pueden
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llevar a cabo la captacién de GABA especificamente. GABA y GAD estan
presentes en eritrocitos y GABAT se encuentra en linfocitos; las plaquetas
también contienen GABA y su enzima relacionada, asi como una alta afinidad
de captacion de GABA. Sitios especificos de union para GABA (Muscimol) y
varias benzodiazepinas también han sdo identificadas en la membrana de
plaquetas.

Sistema inmune.- La enzima metabolizante de GABA, GABAT ha
sido encontrada en linfocitos. Ha sido demostrado que GABA y GAD estan
presentes en el timo de roedores. Ademas, Hall y colaboradores, en 1985,
observaron elevados niveles de GABA en el timo durante la respuesta
inmune. Reciente evidencia de accion GABA,-tipo (benzodiazepina) en la
respuesta proliferativa de células timicas de rata en desarrollo y sobre la
respuesta proliferativa de linfocitos del azo de ratén in vitro sugieren un
fuerte papel para GABA y sus receptores en la respuesta inmune y sus factor
potencial de crecimiento.

1.35 GABA Y SU FUNCION.

El GABA y el acido glutdmico cumplen una funcién muy importante como
neurotransmisores, en € control de la excitabilidad neuronal. Como consecuencia de su
participacion clave en estas funciones, una modificacion en los mecanismos de sintesis
0 degradaciébn de los aminoacidos y aminas biogénicas que modifique sus
concentraciones en la sinapsis puede llevar a la aparicién de estados convulsivos en el

caso del GABA y el acido glutamico.

Los aminoacidos, en particular GABA vy el acido glutamico, tienen a su cargo la
comunicacion sinaptica de los circuitos que controlan la excitabilidad neuronal en la
corteza cerebral: el GABA como el principal neurotransmisor inhibidor y el glutamato
como el principal excitador. Cualquier desajuste en el delicado equilibrio funcional de
estos dos neurotransmisores genera un estado de hiperexcitabilidad. Es interesante
enfatizar que la diferencia en la estructura quimica de estos dos neurotransmisores es
simplemente la presencia de un grupo carboxilo tal como se observa en la siguiente
figura:
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Estos dos compuestos estan intimamente relacionados pues el glutamato es el

precursor inmediato en la sintesis del GABA.

La prueba mas importante de que el GABA actia como neurotransmisor en el
cerebro de los mamiferos, se ha obtenido por el registro intracelular que ha demostrado
gue el GABA causa una hiperpolarizaciéon de las neuronas, similar a la induccion por la
presencia de la sustancia neurotransmisora natural. El GABA exdgeno y la sustancia
transmisora inhibitoria enddgena, cuando entran en contacto con la membrana
postsinaptica o los sitios que contienen receptores, provocan que esta membrana se
vuelva mas permeable al i6n cloro. Este aumento en la permeabilidad al cloro puede ser
blogueado en ambos casos por la Picrotoxina y Bicuculina, potentes bloqueadores de los
receptores del GABA (Ay C).

El GABA funciona como un transmisor inhibitorio en el sistema nervioso central
de los mamiferos. El GABA es considerado como un transmisor inhibitorio, alin cuando
puede inducir una respuesta tanto hiperpolarizante como despolarizante. Se cree que
ambas acciones son el resultado de un cambio en el receptor de GABA mediado por la
conductancia del cloruro. La respuesta despolarizante al GABA predomina en las
células de la médula espinal, en tanto que la hiperpolarizacion inducida por el GABA es

tipica de las células de la corteza cerebral.

El GABA parece ser el neurotransmisor que actla sobre el mecanismo conocido
como inhibicién presinaptica, observado principalmente en la médula espinal, los
ndacleos cuneiformes y graciles y el tdlamo. Este proceso se caracteriza por la
despolarizacién de los aferentes primarios (PAD) después de la llegada de un tren de
ondas aferentes a través del aferente inhibidor. Puesto que la PAD se ve frenada por la
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picrotoxina y por la bicuculina, pero no por la estricnina u otros antagonistas
neurotransmisores, parece que el GABA es el agente que posibilita esta inhibicion que
resulta de una accion despolarizante. El mecanismo ionico involucrado parece ser el
canal de CI, ya que el aumento de las concentraciones de GABA extracelular, a niveles
superiores a los normales, cambia el PAD a una hiperpolarizacion, probablemente por
entrada en lugar de una salida de iones CI.

La accibn de GABA en los receptores postsindpticos es la causa de la
hiperpolarizacion; un incremento en el potencial de membrana, el cual reduce la
posibilidad de una accién potencial propagada y, por consiguiente, resultando en una
inhibiciéon. La hiperpolarizacién es atribuible a un incremento de la permeabilidad de la
membrana nerviosa a los iones cloro. Ahora se acepta que GABA es uno de los
principales transmisores inhibitorios en el SNC de los mamiferos.

GABA es inactivado por procesos de alta afinidad, los cuales son dependientes
de los iones sodio. Algo de GABA por consiguiente regresa a las terminales nerviosas,
donde puede ser metabolizado o rehusado.

Ha empezado a reconocerse que GABA juega un papel como neurotransmisor
qgue no solo actua en el SNC, sino también en otros oOrganos y sistemas. GABA
aparentemente puede actuar como uno de varios factores neurotréficos envueltos en la
regulacion del desarrollo neuronal en el CNS. Grandes evidencias indican que fuera del
cerebro, GABA puede tener diversas funciones, como las tienen otros

neurotransmisores.
Funciones de GABA fuera del SNC.

Funcion neurotransmisora.

Evidencias sugieren que GABA tal vez es un neurotransmisor en la
vejiga urinaria y en la vesicula biliar. Ademas, principalmente a través de lineas de
investigaciéon morfolégicas (autoradiografia, inmunocitoquimica) se han obtenido
evidencias que sugieren que GABA tiene una funcién importante en kb tiroides y en las

neuronas perinsulares fuera del pancreas.

55



Modulacién de funciones endocrinas.

GABA esta relacionado con las células cromafines de la médula
adrenal y, tal vez, ejerce efectos humorales en células circundantes.

Las células beta pancreéaticas contienen GABA co-localizado con
insulina. GABA puede ser liberado de estas células e interaccionar con otras,
comunmente, con células que contienen somatostatina de los islotes.

También han sido encontrados los receptores GABA, en el
estomago, los cuales, tal vez participan en la modulacion de la secrecién de géastrina y
somatostatina.

GABA afecta la liberacion del estradiol y la progesterona del ovario
de rata. Los niveles de GABA en varios 6rganos del tracto reproductivo femenino
muestran también estar bajo el control de hormonas esteroides. Las concentraciones de
GABA en el 6rgano sexual femenino varian significantemente durante el ciclo estral.

Modulacién de funciones exocrinas.
Ademas, GABA modula la secrecion de éacido gastrico en el
estomago aislado y la influencia del higado en la secrecién de bilis.

Funciones troficas (morfogenéticas).

GABA también ejerce efectos morfogenéticos en las neuronas
principales del ganglio cervical superior, que inhiben la reorientacion del paladar. Este
efecto fue imitado por diazepam y revertido por picrotoxina.

Estudios llevados a cabo sobre el GABA pancreéatico sugiere que
GABA tal vez tiene un papel especifico en la ontogenia de este drgano.

Los receptores GABA, han sido encontrados en los 6rganos
reproductores femeninos e incluyen un complejo canal de cloro iondforo, sensible a
benzodiazepina-barbittrato, similar al receptor GABA. que se encuentra en el SNC. Se
sabe que las benzodiazepinas actlan en este complejo receptor. También ha sido
encontrado que interfieren con la ciliogénesis en el oviducto por prevencion de la
migracion de cuerpos basales de la superficie apical. GABA ha sido encontrado
concentrado en cinetosomas del oviducto cilial. Estos hallazgos indican un papel
morfogenético de GABA en el oviducto.
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Otras funciones putativas.
GABA actia como un modulador de la proliferacion celular y de
una serie de eventos acoplados, como los que se mencionan a continuacion.
GABA y GAD estan presentes en la glandula del timo de roedores
y los niveles de GABA se ven incrementados durante la respuesta inmune. Esta
observacion se puede relacionar con la evidencia de que GABAs-benzodiazepina
influyen en la proliferacion de células timicas y de linfocitos del bazo, todo lo cual sugiere

un posible papel de GABA como un modulador inmune.

GABA tal vez esta presente en una variedad de tipos de células dentro o
fuera del sistema nervioso. Se ha encontrado que GABA estimula sintesis de proteinas
en un sistema ribosomal de tejido de cerebro inmaduro, al incrementar la incorporacion
de aminoacidos en RNAt, al estimular la captura de glucosa en varios tejidos, cambiar la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y estimular degradacién glucogénica en

higado y masculo.®
1.3.6 FARMACOLOGIA DEL GABA.

GABA muestra acciones inhibitorias potentes. La inhibicion mediada por el GABA
se halla distribuida de forma mas amplia en el sistema nervioso vertebral, lo que esta de
acuerdo con la distribucion del GABA alrededor de los sistemas de transporte de alta
afinidad.

Es enorme la cantidad de farmacos que actian preferentemente sobre los
sistemas que son modulados por GABA, comprendiendo una serie de agentes que
actian sobre las diversas fases del metabolismo del GABA, sobre su captacion y
también sobre los receptores (de los cuales se hard mencién mas adelante).

Puesto que tanto la GAD como el GABA-T son dependientes del fosfato de
piridoxal, resultan inhibidos por agentes antipiridoxal. Todas las hidracinas inhiben, de
forma preferente, la GAD y provocan un descenso en los niveles de GABA cerebral,
otros agentes que se unen al carbonilo, por ejemplo hidroxiamina, atacan
preferentemente la GABA transaminasa, lo que ocasiona una elevacion de los niveles de
GABA.
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Una amplia serie de compuestos distintos de los agentes antipiridoxal inhibe a la
GABA transaminasa. El alquil-GABA, g vinil GABA vy g-acetilénico GABA se encuentran

entre los mas potentes.

La inhibicion del catabolismo del GABA de esta forma conduce a una elevacion
del contenido tisular del GABA. La elevacion del GABA provoca un aumento de los
procesos neuronales inhibidores y esta asociado con un comportamiento de reposo y
alejamiento, suefio y proteccion frente a las convulsiones epilépticas. Esto implica que
los elevados niveles de GABA tisular producen concentraciones extracelulares mas
elevadas, lo que permite al GABA llevar a cabo sus acciones inhibidoras a través de
sistemas receptores especificos para el GABA. El acido diaminobutirico (en las
neuronas); b-alanina (en la glia): acido nipecético (en ambos) producen un incremento
en los niveles de GABA. Un efecto similar puede ser producido por inhibicion de la
enzima GABA-T, reduciendo el metabolismo de GABA y asi su principal acumulacion. El
acido amino-oxiacético es un inhibidor de fosfato de piridoxal, también inhibe GABA-T y
es un anticonvulsivante.

El bloqueo de la captacibn de GABA después de su liberacion al espacio
extracelular conduce también a concentraciones extracelulares mas altas de este agente
inhibidor. Muchos andlogos del GABA son blogueadores efectivos del transporte del
GABA.

El GABA es recapturado en las neuronas presinapticas a través de una familia de

transportadores, que son glucoproteinas de 80 kDa con mudltiples regiones
transmembranales, distintas a los receptores para GABA.
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1.4. Receptores de GABA.

141 ¢QUE ES EL RECEPTOR DEL GABA?

El término “receptor del GABA” se refiere a un sitio de reconocimiento de este
aminoécido en las membranas postsinapticas. Cuando el GABA o un agonista apropiado
se acoplan a ese receptor, inmediatamente cambia la permeabilidad de la membrana a
los iones cloruros. Este cambio en la permeabilidad al cloruro ocasiona una
hiperpolarizacién de la neurona receptora en el caso de que la union del GABA a su
receptor se traduzca en una inhibicion.

Para entender mejor el concepto de "receptor del GABA" conviene aclarar que el
GABA se puede unir a un gran numero de receptores que estan localizados en las
células del sistema nervioso central. Sin embargo, aunque algunos de ellos pueden ser
fisiolbgicamente importantes, en el estricto sentido de la palabra no se les puede llamar
apropiadamente receptores de GABA. Un ejemplo de lo anterior son los sitios de
transporte de GABA de alta afinidad y las enzimas que intervienen en el metabolismo de
GABA como la GAD y la GABA-T.

En el SNC existen receptores de GABA de distintos tipos farmacolégicos y
funcionales. Asi por ejemplo, a pesar de los estudios electrofisiolégicos se ha
demostrado la existencia de receptores de GABA insensibles a la Bicuculina, que es un
antagonista clasico. Por esta razén, muchos investigadores han definido estrictamente a
los receptores de GABA en base a su sensibilidad a sus antagonistas mas conocidos, la
Bicuculina y la Picrotoxina. En vista de la gran cantidad de receptores del GABA en el
sistema nervioso central, la opinidbn general es que estos receptores regulan una gran

diversidad de efectos fisioldégicos, conductuales y bioguimicos.

Los receptores del GABA pueden controlar las corrientes de CI a través de la
membrana y su activacion conduce casi siempre a la hiperpolarizacién de la membrana,
es decir a una inhibicion postsinaptica. Los estudios electrofisiolégicos® indican que en
la médula espinal, el GABA frecuentemente posibilita una inhibicibn méas prolongada
(0,01-0,1 ms) que la atribuida a la liberacion de la glicina.
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Los receptores de GABA se han subdividido en tres subpoblaciones importantes,
A, B y C, teniendo en cuenta sus especificidades farmacolégicas, electrofisiolégicas y
bioquimicas. Se les conoce como receptores GABA,, GABAg y GABA..

14.2 RECEPTOR GABA..

En el SNC, los receptores postsindpticos de GABA gue median su clasica accién
inhibitoria por medio de cambios en la permeabilidad a iones cloro, son receptores
GABA,. Regulan el movimiento de cloro a través de la membrana, produciendo
hiperpolarizacién o despolarizacion, dependiendo de la direccion del gradiente de CI

El receptor GABAA es una proteina multimérica macromolecular que contiene
sitios de unién especificos, para GABA, Picrotoxina, barbituratos, benzodiazepinas,
anestésicos, alcohol y neuroesteroides. Estos sitios de unidn se encuentran en el canal
para los iones de cloro. Han sido reportadas otras drogas, incluyendo anestésicos
volatiles, que tienen un efecto sobre el flujo de iones de cloro a través del canal de este
receptor. La parte mas importante de este complejo es ese canal para CI de apertura
por ligando que se abre después de la descarga de GABA, a partir de las neuronas
presinapticas. Aungue este receptor se encuentra sobre la membrana de las neuronas,
también parece existir en células gliales, de tal modo que una gran heterogeneidad de
isoformas de receptor han sido encontradas en oligodendrocitos y astrocitos'’. En el
cerebro de los mamiferos, los sitios de unidon del GABA en el complejo del receptor
GABA, han sido caracterizados en homogeneizados libres de células por uso de
ligandos radioespecificos. El sitio de union especifico del receptor GABA, esta definido
como sitio de union dependiente de sodio que es inhibido por el antagonista bicuculinay
donde también puede actuar el agonista Muscimol y que muestra multiples sitios de alta
afinidad. Sin embargo, las afinidades de estos sitios son uno de tres érdenes de baja
magnitud que las concentraciones necesitadas (> 1nm) para activar el canal de cloro.

En relacion al significado funcional que tiene el GABA, los resultados de diversos
estudios sugieren que los receptores GABA, participan en varios desordenes
psiquiatricos y neuroldgicos y en los mecanismos de accion de numeroscs farmacos
importantes clinicamente®.
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Sitios de uni6on del receptor GABA; Benzodiazepinas, Barbitaricos y
Esteroides.

Las funciones del receptor GABA, pueden ser inhibidas por una sustancia que
fue dbtenida de una planta convulsivante y que se conoce como Picrotoxina. Esas
mismas funciones pueden estar facilitadas por 3 clases de farmacos depresores del
SNC: benzodiazepinas, barbituratos y anestésicos esteroides. En la figura siguiente se

presenta wn esquema del receptor para explicar mejor la variedad de ligandos que
pueden influir sobre su canal para los iones de cloro.

Chloride channel GABA site
| Agonists
Picrotoxin site Antagonists
Convulsants ’—/\(T\\ ;
Depressants? <
; \ SR
“u / | ‘\\‘\j
|
@
/ \ )
Barbiturate site
Depressants / :
(also nonbarbiturates?) Agonists (depressants)
Excitants? / Antagonists
/ Inverse agonists
Steroid site Ethanol?
Anesthetics (also volatile?)

Excitanits?

(Tomado de Macdonald Roberty I., Olsen Richard W., GABA, Receptor channels. Ann. Rev. Neurosci. 17, 569-602,
1994)

Estructura molecular de la subunidad del receptor GABAa.

El mayor avance obtenido al determinar la estructura molecular del
receptor GABA, fue el descubrimiento de que una proteina o subunidad del receptor
podia ser marcado por fotoafinidad por & benzodiazepina [°H] flunitrazepam®. El
receptor fue reconocido como un miembro de la superfamilia de genes ligando-canal
ionico. En esta familia, los receptores tipificados como receptores para acetilcolina
nicotinicos forman un complejo hetero-oligomérico, con las paredes de un canal ibnico,
regiones de la membrana extrinseca y el sitio de union del neurotransmisor que esta
presente en el mismo complejo de la proteina. Ademas del receptor GABAs-canal de

cloro, el receptor para la glicina-canal de cloro y probablemente otros receptores, por
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ejemplo receptores de ciertos aminoacidos excitatorios (glutamato) y ATP (Kandel)

también parecen ser miembros de esta superfamilia de genes.

El complejo receptor GABAa-canal idnico es una glucoproteina pentamérica de
aproximadamente 275 kDa, compuesta por la combinacién de al menos 17 diferentes
polipéptidos relacionados estrechamente. Las subunidades son de aproximadamente 50
a 60 kDa y tienen cerca de 20 - 30% de secuencias idénticas entre clases. Las
subunidades forman una estructura cuasimétrica alrededor del canal ibnico y una
porcidon de cada subunidad contribuye a formar una parte de la pared del canal. El
modelo esta basado enormemente en analogia con el receptor de acetilcolina-nicotinico
(nAChR). Han sido identificadas al menos 6 diferentes variantes familias de
subunidades del receptor GABA, y han sido nombrados subunidades a, b, g, d, ey r.
Han sido reportadas mas variantes de estas subunidades en cerebros de vertebrados,
incluyendo ai-6, b1-4,0-4,d,eyri-s. Las subunidades B,y g4 hasta ahora han sido
identificadas sélo en aves™. Probablemente todas las subunidades de unién de GABA y
benzodiazepinas, tienen diferente afinidades. Los subtipos difieren no solo en
localizacion, sino también en funcién fisiolégica y mecanismos de regulacion biolégica.
La actividad del receptor GABA. no depende de la presencia de un i6n particular y no

esta asociada con sistemas de segundos mensajeros en una manera directa.

Diversos estudios realizados hasta ahora demuestran que existen numerosos
subtipos de receptores GABA, en el encéfalo. Las diferencias observadas al estimular
farmacolégicamente al receptor para GABA fueron los primeros indicios que sugirieron la

existencia de subtipos.

El sitio del receptor GABA, fue identificado por Olsen y colaboradores y otros?®,
como un complejo receptor GABA-canal idnico con receptores para Picrotoxina (un
agente bloqueador de canales de CI), barbitdricos y benzodiazepinas, ademas de
GABA. El principal efecto que tiene el GABA al unirse a su sitio del receptor es
inhibitorio.

En 1987, Schofield y colaboradores™ reportaron la identificacion y secuencias de

DNAc para las subunidades a yb del receptor GABA.. Parece que estos dos

polipéptidos fueron necesarios y suficientes para explicar toda la actividad biolégica del
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receptor GABA,, incluyendo la modulacién de la actividad del anal de cloro por
barbitdricos y benzodiazepinas, Picrotoxina y Bicuculina, unién de radioligandos y curvas
dosis respuesta a GABA con apropiada afinidad. Por otra parte, las secuencias
observadas confirman la relacion de éste con los receptores para acetilcolina-
nicotinicos, la cual era esperada desde que se hicieron observaciones similares en

estudios electrofisiol6gicos.™®

Los receptores GABAx de cerebros de mamiferos (bovinos) fueron purificados
por cromatografia de afinidad a la benzodiazepina y, posteriormente, se encontraron 2
bandas en gel de electroforesis-SDS, la subunidad a (53 kDa) y subunidad b (56 kDa).
El peso molecular nativo (en detergente) fue estimado entre 220 y 355 kDa y la
composicion de la subunidad sugiere ser a,b,. El mayor sitio de union de GABA fue
identificado por autoradiografia (fotomarcaje) con [°’H-Muscimol, como la subunidad b de
56 a 58 kDa. La subunidad a puede marcarse intensamente mediante una reacciéon de
fotoafinidad con el ligando fotosensitivo benzodiazepinico [*H]-flunitrazepam, lo que

indica que el punto de unién de la benzodiazepina reside, al menos parcialmente, en la
subunidad a.

Todas las subunidades del receptor para GABA cuando son expresados en
células heterdlogas producen actividad del canal cloro-GABA Yy los diferentes subtipos
expresan diferentes propiedades farmacoldgicas. La distribucion de mRNAs para los
diferentes polipéptidos del receptor GABAx y sus subtipos muestra significante variacion
regional en el cerebro, consistente con las evidencias farmacolégicas y bioquimicas para
la heterogeneidad del receptor. Subpoblaciones de receptores GABA, con diferentes
locaciones celulares y regionales muestran diferente sensibilidad al GABA, a los
moduladores esteroideos, a la regulacion fisiolégica, a los procesos de enfermedad y a

la manipulaciéon farmacolégica por drogas como la benzodiazepina.

Una alternativa que puede ser Util para determinar la composiciéon de los subtipos
de las subunidades del receptor GABA, son los anticuerpos subtipo-especificos.
También han sido usados anticuerpos para sintetizar péptidos basados en la
secuenciacion de la clona del sitio activo, para identificar la subunidad en Western blots,
para localizar en secciones del cerebro la presencia de subtipos de subunidades y para

analizar la composicion de las subunidades por inmunoprecipitacion y cromatografia de
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inmunoafinidad.

Asi, una o dos docenas de isoformas oligoméricas del receptor GABA.
tentativamente han sido identificados en el SNC. Algunas isoformas del receptor GABAx

coexisten en un solo tipo de neurona.

La combinacién de los subtipos es cominmente responsable de dar las
propiedades farmacolégicas. Por ejemplo, la sensibilidad de benzodiazepinas es
conferida por la presencia del subtipo g. Las variaciones en la combinacion de subtipos
a con subtipos b y g sugieren diferencias en los efectos farmacoldgicos de la
benzodiazepina, en las interacciones GABAR<-benzodiazepina y en la modulacién
esteroide de la respuesta al GABA, pero no a los barbituratos y la picrotoxina o en la
sensibilidad a la bicuculina.

La complejidad de la farmacologia del receptor GABAa esta incrementada por la
heterogeneidad de las subunidades b y g, la naturaleza de las cuales puede afectar la
especificidad farmacoldgica. La naturaleza de la subunidad b afecta las propiedades del

canal y la eficacia de las benzodiazepinas. La naturaleza de la subunidad g afecta el

sitio de union de las benzodiazepinas.

Los polipéptidos del receptor para GABA tienen secuencias en comudn con los
receptores acelticolinicos y el de glicina. Asombrosamente, mas del 10% de los
residuos de aminoacidos del receptor para GABA estan posicionados idénticamente en
varios dominios enormemente conservados en poco mas de 20 DNAc que han sido
obtenidos del nACHR conocido y de un DNAc del receptor para glicina que ha sido

secuenciado.

Los 220 residuos de NHxterminal extracelular tiene considerable secuencia de
identidad, incluyendo dominios de aproximadamente una identidad completa. Por
ejemplo, posiciones 96-161 tienen 25/68 residuos idénticos entre los polipéptidos
incluyendo el puente de ciskinas en las posiciones 138-152, el cual esta ampliamente

conservado.

< Receptor de GABA
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La siguiente figura es un diagrama de Venn que describe el numero de
aminoacidos idénticos entre los clones publicados de los polipéptidos (a;, a, yas; by, byy

bs, @ y d) del receptor GABA, para la rata. La subunidad a y g estan mas relacionadas

quea yb,ayd, bydymasrelacionados que by a,bygogyd.
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Diagrama De Venn

(Tomado de Olsen Richard W., Tobin Allan J., Molecular biology of GABA, receptors. FASEB J. 4, March 1990, 1469
1478.)

La siguiente figura es un modelo de la estructura del canal del receptor hetero-
oligomerico GABA,, basado enormemente en los estudios del receptor para acetilcolina,

otro miembro de la superfamilia de receptores ligando-canal iénico.

Estructura del receptor GABA

(Tomado de Macdonald Roberty 1., Olsen Richard W., GABA,
Receptor channels. Ann. Rev. Neurosci. 17, 569-602, 1994)

[V i)

Cada oligomero contiene al menos una copia de una subunidad a y b. El tipo a
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es bastante abundante. Existen varios subtipos de b; el tipo g parece que provee
propiedades esenciales a los oligomeros. El subtipo g es abundante y su localizacion en

la rata se superpone considerablemente con las subunidades a; y b..

La composicion de las isoformas nativas ha sido deducida por la combinacién de
polipéptidos que estan presentes en una célula. Algunos de ellos pueden ser aislados
juntos, como un oligomero usando anticuerpos de subunidades especficas y sus
propiedades farmacologicas puedan ser reconstituidas de subunidades recombinantes

de combinaciones conocidas.

Los estudios muestran que la naturaleza de las subunidades a y b determina la

especificidad farmacol6gica de los sitios de unién para GABA y las benzodiazepinas y
que las subunidades gson necesarias para la sensibilidad de las benzodiazepinas y la

insensibilidad a la inhibicién de zn*.**

Niveles de conductancia. El canal del receptor GABA, se abre por varios
niveles de conductancia. Aunque la apertura del canal se da a varios niveles de
conductancia, el principal nivel de conductancia es responsable de mas del 95% de
corriente a través del canal. La base para los mdultiples niveles de conductancia es no
conocida, pero los maltiples niveles pueden afectar la configuracion o combinacion de
diferentes subunidades del receptor o la distribucion de carga fuera del canal ibnico. La
duraciéon de apertura incrementa con el aumento de concentracion de GABA debido al
cambio en el tipo de aperturas. A bajas concentraciones de GABA una breve apertura
es registrada. A altas concentraciones de GABA, la apertura de dos estados de apertura
mas largos son mas frecuentes. Las propiedades de apertura del receptor GABAs-canal
i6nico varian con la combinacion de subtipos de subunidades.

El receptor GABA, media un incremento en la conductancia de la membrana con
un potencial de equilibrio cerca de -70 mV. Este incremento de la conductancia a
menudo esta acompafiado por una hiperpolarizaciéon de la membrana, resultando en un
incremento en el umbral y consecuentemente, una reduccion en la probabilidad de

iniciacion del potencial de accién, causando inhibicién neuronal.

Modificacion del receptor GABA, neuronal por fosforilacién.
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La funcion del receptor GABA, tal vez sea modificado por tratamiento con
agentes que incrementan la fosforilacion. (Aunque no ha sido demostrado que el
receptor de GABA. pueda ser fosforilado in vivo). La proteina del receptor GABAs
puede ser fosforilado in vitro por PKC purificada y PKA, pero no por calmodulina
dependiente de proteina-cinasa. Se ha demostrado que las subunidades b son

fosforiladas in vitro por la PKA y la PKC.

El mecanismo de accién de los agonistas de benzodiazepinas es la transmision
GABAérgica, incrementando la frecuencia de apertura del canal en respuesta al GABA,
las “no-benzodiazepinas” como b- carolinas, ciclopirrolonas e imidazopiridinas también
se unen al sitio de benzodiazepinas. Las benzodiazepinas usadas para acciones
ansioliticas, relajadores musculares, sedantes y antiepilépticas, incrementan la

probabilidad de apertura del canal en respuesta a GABA.

Los barbituricos, en concentraciones farmacolégicas, incrementan
alostéricamente la union de benzodiazepinas y GABA a sus respectivos sitios de union.
Los barbitdricos actian incrementando la porcion de canal abierto en mas largo tiempo,
incrementando el flujo de CI.

Los bloqueadores de canales, como el componente convulsivante picrotoxina,
causan un decremento en el tiempo de apertura del canal. Convulsivantes
experimentales como Pentilenetetrazol y el convulsante tbutilbiclofosforotionato (TBPS)
actian en una manera similar a la picrotoxina, bloqueando la permeabilidad del canal de
CI.

143 RECEPTOR GABAs.

La evidencia sobre la existencia de mas de un receptor para GABA fue reportada
en 1970 por DeGroat®, quien demostr6 que GABA tal vez genera respuestas
electrofisiologicas en ganglios simpaticos, por lo cual difiere de los llamados “receptores
clasicos” (GABA,) en el SNC. En 1979, Bowery y colaboradores® describieron los
efectos de agentes depolarizantes en la emanacion de GABA de células gliales
simpaticas, y en 1981 este grupo identificd la presencia de receptores para GABA
insensibles a la bicuculina (GABAg) en terminales nerviosas periféricas autonémicas.
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El receptor GABA; es un miembro de la familia de receptores acoplados a
proteina G. Actlda tanto en las vias bioguimicas como en la regulacion de canales
ionicos de Ca”* y K'y tiene siempre una actividad inhibitoria. Estos receptores fueron
identificados por su insensibilidad al antagonista de GABA. (bicuculina) y a ciertos
agonistas GABA,-especificos.

Los efectos inhibitorios después de la activacién del receptor GABAs han sido
reportados en varias areas del cerebro y realzan su LTP (potenciacion a largo plazo), el
cual también puede ser inducido por el baclofeno, que es un agonista de GABAsR. En
1991, Mott y Lewis® sugieren que la modulacién del receptor GABA; de plasticidad
sindptica tal vez ocurra con una frecuencia estimulatoria eléctrica en el rango del ritmo
theta hipocampal, endégeno que ha sido mostrado que modula los LTP in vivo. Estos
descubrimientos con los efectos inhibitorios del agonista del receptor GABAg (baclofeno)
en la corteza cerebral, han sugerido a Mott y Lewis que los receptores GABAg tal vez

son importantes reguladores de la plasticidad sinaptica en muchas regiones del cerebro.

El receptor GABAg es independiente de los canales de cloro, extramembranales
y parece estar negativamente acoplado al sistema adenilato ciclasa y funciona a través
de un mecanismo de proteinas G. También estéd acoplado indirectamente a canales de
K*. Estos receptores estan localizados en las terminales presindpticasy postsinapticas
y controlan la liberaciébn de GABA y otros neurotransmisores en el SNC, como por
ejemplo dopamina y noradrenalina. En los mamiferos, los sitios GABAz se pueden
encontrar tanto fuera como dentro del cerebro y, no sorpresivamente, estan presentes

en pocas especies.

La activacién de los receptores GABAs (por ejemplo, por el baclofeno) conlleva
una reduccion de la liberacién de neurotransmisores (dopamina, NA), efecto que no es
producido por la isoguvacina y que solo aparece débilmente por la accién del muscimol.
Puesto que estas respuestas no son bloqueadas por la bicuculina u otros antagonistas
del GABA\R, parecen ser debidos exclusivamente a los receptores de GABAs. Los
estudios de unién de ligandos que utilizan PH]-GABA para marcar los receptores GABA
han demostrado que las concentraciones fisiolégicas de Ca®* o Mg®* son precisas para
favorecer la unién a los receptores GABAg y mientras que el GTP y GDP disminuyen la

unién saturable de [*H]-baclofeno o [*H]-GABA al subtipo de receptores GABAs, no
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influyen en la unién a receptores GABA,, lo que indica una wién entre los receptores
GABA; y la AC a través de las proteinas que se unen al nucleétido de guanina. Estas
proteinas de membrana posibilitan las interacciones de muchos neurotransmisores con
sus receptores y de las hormonas con sus respectivos receptores y la adenilato ciclasa.
En el caso de los receptores de GABAs, existe una inhibicion de la actividad de la
adenilatociclasa que, normalmente ocasionaria una disminucién del nivel de AMPc en el
interior de las terminales nerviosas que poseen estos receptores. A su vez, esto podria
ocasionar un cambio en el estado de fosforilacién de proteinas especificas, algunas de
las cuales pueden estar relacionadas con los mecanismos de liberacion de
neurotransmisores. Este es un posible mecanismo por el que los receptores del GABAs
podrian controlar (disminuir) la liberacion de GABA. Asi pues, el tipo GABAg esta unido
indirectamente a los canales de ca®*. Los receptores GABAg; situados
presinapticamente podrian controlar la liberacion del neurotransmisor, influyendo

directamente en la entrada de Ca® durante la despolarizacién de la terminal nerviosa.

Fuera de los mas grandes centros del cerebro de mamiferos, un incremento en la
conductancia del canal de K" parece ser la primera respuesta neuronal de activacion del
GABAgR y produce hiperpolarizacion de membrana. Esta respuesta ha sido descrita en
numerosas regiones del cerebro, incluyendo la corteza cerebral del hipocampo, talamo,
septo y médula. Se ha reportado que el canal de K" postsinaptico modulado por
baclofeno en neuronas hipocampales es afectado por numerosas sustancias por ejemplo

el anestésico local QX-314.

Estudios electrofisiolégicos sobre los mecanismos pre y postsinapticos del
GABAgR sugieren que los receptores en estos sitios tal vez sean diferentes. Los
estudios neuroquimicos no han ayudado hasta ahora a establecer una distincién entre

receptores pre y postsinapticos.

Los receptores GABAg pueden mediar ambas inhibiciones: postsinaptica y
presinaptica. La inhibiciébn presinaptica puede ocurrir como un resultado de la
estimulacién de los receptores GABAs en las terminales nerviosas, causando un
decremento en el flujo de C&" y reduciendo la liberacién de los neurotransmisores. Los
receptores GABA; también han sido encontrados fuera del SNC, en tejidos donde no se
tienen evidencias de que el GABA pueda ser producido, aunque trabajos de diferentes

autores han mostrado que pequefas cantidades del GABA se pueden encontrar en la
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sangre circulante y, consiguientemente, estar repartidas por todo el cuerpo.
14.4 RECEPTOR GABAc.

Recientemente, un nuevo receptor ionotréfico que esta compuesto de
subunidades r ha sido identificad primariamente, si no exclusivamente en la retina de
vertebrados. Estos receptores para GABA, insensibles a bicuculina y baclofeno son
frecuentemente llamados GABA-*.

Recientes estudios por Johnston y colaboradores indican que parcialmente el
analogo de GABA el &cido cis-4-aminocroténico (CACA) activa selectivamente a una
tercera clase de receptor para GABA en el SNC de los mamiferos®. Este receptor, el
cual fue tentativamente designado GABA: en 1984 por Drew y colaboradores, son poros
de CI que son insensibles a bicuculina y kaclofeno. Recientemente ha sido posible
estudiar este nuevo receptor para GABA a un nivel molecular, en subpoblaciones
claramente definidas de neuronas retinales. Algunas lineas de evidencia indican que los
receptores GABA: estdn compuestos de subunidades r que expresadas
heterolégicamente, forman canales homooligoméricos con la caracteristica
farmacologica del receptor GABA.. En la retina de los mamiferos, subunidades r y la
respuesta de GABA: estan colocalizados en células bipolares y son espacial y

funcionalmente distintas del receptor GABA, o del receptor para glicina*.

Una caracteristica marcable y fisiolégicamente significativa de los receptores
GABA: es su muy débil desensibilizacién aln en concentraciones muy altas de
agonistas. Los receptores GABAc muestran una muy baja y simple conductancia del

canal pero un mejor y mayor tiempo de apertura®.

Los efectos del receptor GABA: han sido observados en el cerebelo, en la espina
dorsal y en otras regiones del cerebro; la importancia funcional del receptor GABA. fuera
de la retina ha sido establecida. Este nuevo receptor tal vez representa relativamente
una forma simple de canal i6nico de apertura por ligando, el cual estd formado de
subunidades oligoméricas, en contraste con el receptor GABA,. heterooligomérico. Tal

vez el tan complejo receptor GABA, se ha desarrollado del simple receptor GABA:

Los receptores GABA: parecen ser relativamente un simple canal de apertura por
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ligando para CI', no son blogueados por bicuculina y no son modulados por barbituratos,
benzodiazepinas o esteroides neuroactivos; es insensible a farmacos que modulan a los
receptores GABA, y GABA; y son activados selectivamente por el acido cis-4-

aminocrotonico (CACA).

Los receptores GABA: pueden ensamblarse como oligomeros, con tres
diferentes subunidades r (r1-r3) que han sido clonadas de varias especies de

mamiferos y vertebrados. Las subunidades r comparten solo 30-38% de la secuencia
de aminoacidos con las subunidades del receptor GABA,. Las subunidades proteicas r

consisten en cuatro dominios transmembranales (TMs) con un bucle citoplasmatico entre
TM3y TM4>°,

En 1991, Cutting y colaboradores clonaron la subunidad r ; del DNAc humano®.
Este fue el primer miembro de una nueva familia de subunidades del receptor GABA y
es expresado en niveles altos en la retina; una porcion de las subunidades ri1 y r»

muestran 74% de secuencia de aminoacidos idénticos.

La contraparte de las subunidades r humanas han sido clonadas parcialmente en

ratas, revelando un 88-99% de similitud con la secuencia humana respectiva a nivel de
proteinas. Usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) e hibridacion in situ se
ha demostrado una alta expresibn de ambas subunidades r en las células bipolares,
manteniendo la idea de que las subunidades r son parte del receptor GABA.. Mientras
gue la subunidad r, parece estar ser restringida a la retina, la subunidad r , también es
expresada significativamente en otras partes del SNC, mas notablemente en el
hipocampo y la corteza. Esto es concebible con los efectos observados previamente del
receptor GABA: en la espina dorsal, el tectum, cerebelo e hipocampo®.

En los 90’'s existi6 un aumento en el interés por el receptor GABA:. Estos
receptores fueron satisfactoriamente caracterizados via una formidable combinacién de
biologia molecular, estudios farmacoldgicos vy fisiolégicos. El mayor avance fue hecho
en estudios de los receptores GABA en la retina por Woodward y colaboradores quienes
expresaron el RNAm de retina bovina en oocitos de Xenopus, mientras que Cutting y
colaboradores clonaron cDNAs de retina de humanos y Fiegenspan y colaboradores y

Qian y Dowling hicieron sus estudios en receptores GABAc nativos en retina de rata y
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pescado.

Los genes de las subunidades para el receptor GABA. estan diferencialmente
localizados dentro del genoma. Los genes para las subunidades r1 y r2 estan
separados de estos grupos y se ubican juntos en el cromosoma 6 humano o en el

cromosoma 4 murino?.

El receptor GABA: mediado por una corriente de CI es reducido a través de la

activacion de glutamato metabotropico o receptores 5-HT, y el sistema IP3?°.

La farmacologia de este nuevo receptor tal vez produzca componentes
terapéuticos productivos. Futuros estudios tal vez investiguen la localizacion celular de
receptores GABA: y realmente revele una mayor complejidad en términos de
heterogeneidad y modulaciéon de estos receptores.

145 CELULAS BLANCO PARA GABA FUERA DEL SNC.

En muchas regiones del cerebro, los receptores GABA, y GABAg coexisten
juntos, pero en ciertas areas cerebrales los receptores GABAg predominan sobre los
receptores GABA,.. Por ejemplo, en el nucleo interpeduncular, la densidad de sitios
GABA&R es alta, mientras que los sitios GABAAR son extremadamente bajos. Fuera del
hipocampo, los receptores GABA; también se encuentran en sitios pre y postsinapticos;
datos electrofisiologicos indican su presencia en ambos sitios™.

Fuera del cerebro, los receptores GABAg han sido descritos en axones terminales
y células ganglionares del sistema nervioso autdnomo, en la trompa de Falopio, Utero y
células del muisculo liso intestinal, en la corteza del rifién, en musculo de la vejiga

urinaria y en células intersticiales testiculares.

El primer reporte de una accién periférica de GABA fue publicado en 1970 por
DeGroat®. Este autor demostré que GABA tal vez induce respuestas electrofisioldgicas
en ganglios simpaticos, en una manera diferente a la clasica a través de receptores
GABA en el SNC. Ambos efectos en los receptores GABA, y GABA; han sido
demostrados en el ganglio cervical superior. Ademas, en los estudios con un agonista
del receptor GABA, (muscimol), los resultados sustentan la presencia de sitios
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especificos en el ganglio cervical superior.

En el sistema parasimpético, la presencia de ambos receptores GABA. y GABAs
estd documentada. Estudios sobre la accion moduladora de agentes GABAérgicos en la
liberacibn de Ach y en la respuesta contractil de diferentes segmentos del tracto
gastrointestinal, asi como varios estudios electrofisiolégicos, han proporcionado
evidencia contundente sobre la presencia de receptores GABA, y GABA: en elementos
neurales pre y postgangliénicos del plexo mesentérico. Estudios recientes con el
antagonista selectivo de receptor GABAg, baclofeno, confirman esta evidencia.

Respuestas similares contractiles y de liberacion de Ach después de la
estimulacion por GABA han sido reportadas para la vejiga urinaria y la vesicula que
contiene la bilis en varios mamiferos, indicando que ambos receptores estan localizados
en terminales colinérgicas en ese 6rgano.

En otros experimentos se han demostrado la modulacién GAB Aérgica de la
liberacion de Ach de secciones del pulmén de cobayo y, ademas, los efectos
GABAérgicos especificos en contracciones colinérgicas del musculo liso, traqueal
aislado del mismo animal indican que una poblacién de receptores GABA inhibidores en
terminales colinérgicas estan localizados en los tejidos del aparato respiratorio.

Células endocrinas.

Experimentos con preparaciones de membrana de las células de médula adrenal,
asi como con células adrenales cromafines permitieron demostrar que la médula adrenal
posee sitios GABA\R y GABAsR. El hallazgo de una respuesta adrenalina-secretoria
como una consecuencia del estimulo con GABA exbégeno sobre cultivos de células
cromafines apoya la idea de que estas células tienen receptores GABAa. Esta
observacion ha recibido un sustento recientemente por autoradiografia y en métodos
bioquimicos in vivo. Los receptores GABAg tal vez modulan el llamado acetilcolina-
catecolamina. También se ha reportado la existencia de un receptor de GABA gque
modula la liberacion encefélica de los péptidos contenidos en la médula adrenal.

En cultivos de células b pancreéticas se ha observado una respuesta moderada

después de la adicion de GABA, lo cual sugiere que un metabolismo, mejor que un
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receptor, es lo que regula la funcion de las células b por GABA. Experimentos
autoradiograficos sugieren que una subpoblacibn de células b que contienen

somastotina tal vez ejerce presién sobre receptores especifico de GABA.

El sitio de union de muscimol (GABA4) ha sido encontrado en células granulosas
en foliculos de ovarios; GABA también modula la secrecidon andrégena en tejido

testicular.
Células exocrinas.

La evidencia autoradiografica disponible indica que sitios de receptor para GABA
estdn presentes en células epiteliales de los ductos excretorios intralobulares del

pancreas.

La presencia de receptores GABAg en el epitelio de los tibulos enrollados de la
corteza renal de la rata también ha sido demostrada por autoradiografia.

Minuk y colaboradores'® demostraron, en una preparacion de hepatocitos, que
estas células eran sensibles a la bicuculina y, por lo tanto, debian tener sitios de union

de GABA en la membrana.

También existe evidencia autoradiografica que sugiere la presencia del receptor
GABA, en células de la mucosa gastrica.

Células de musculo liso.

Fujiward y colaboradores™ fueron los primeros en indicar que los receptores para
el GABA estan localizados en células del musculo liso y en arterias cerebrales de perro,
lo cual ha sido sustentado recientemente por estudios autoradiograficos colocando los

tejidos en presencia de diferentes niveles de muscimol.

Otros.

Dolci y colaboradores®® demostraron que, dependiendo de su concentracion,
GABA tal vez incrementa o disminuye la motilidad de los espermatozoides.
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Los receptores GABA, también han sido encontrados en los 6érganos
reproductores femeninos, en los cuales existe un complejo ionoforo benzodiazepina-
barbiturico-canal de cloro, similar al receptor GABA, en el SNC. Se sabe que las
benzodiazepinas actian en este complejo receptor, que interfiere con la ciliogénesis en
el oviducto por prevencion de la migraciéon de cuerpos kasales de la superficie apical.
GABA ha sido encontrado concentrado en cinetosomas del oviducto filial. Estos
hallazgos indican un papel morfogenético de GABA en el oviducto.

146 RECEPTORES DE GABA MEDIAN LA INHIBICION DE LA RESPUESTA
DE LAS CELULAST.

Muchas de las células del sistema inmune expresan receptores para moléculas
neuroactivas, creando una relacion entre el sistema nervioso y el sistema inmune.
GABA es un neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central. Fuera del
cerebro, receptores de GAD y GABA han sido demostrados en los islotes pancreaticos,
el tracto gastrointestinal, los ovarios y la médula adrenal. Interesantemente, la
administracion de GABA o0 sus agonistas inhibe periféricamente la producciéon de
anticuerpos y modula la fagocitosis de los macrofagos in vivo, lo cual sugiere que GABA

participa en la regulacién de algunas funciones del sistema inmune®.

Existen al menos dos tipos de receptores neuronales de GABA: GABA. y GABA.
Los receptores de GABA, estan en un canal de iones (CI). ElI muscimol que actia como
un agonista del receptor de GABA, y las benzodiazepinas ansioliticas, asi como algunos
agentes anestésicos (el pentobarbital, por ejemplo), potencian la apertura del canal para
los iones CI. La bicuculina antagoniza las funciones del receptor de GABA, y la
picrotoxina bloquea el efecto de GABA sobre el canal para CI, de modo que resulta un
antagonista del GABA.. Los receptores de GABAgz se encuentran indirectamente
asociados con canales i6nicos para Ca” o K', y son selectivamente activados por
baclofeno. Los receptores de GABA; son insensibles a bicuculina y picrotoxina. Los
linfocitos T murinos expresan receptores funcionales de GABA'. GABA puede inhibir

las respuestas de las células T a antigenos tanto in vitro como in vivo'.

En un experimento realizado en la Universidad de California, los investigadores
Tian y colaboradores encontraron que, en presencia de GABA, el anticuerpo anti-CD3

reduce significativamente la respuesta proliferativa de los linfocitos T°. GABA por si
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misma, sin anti-CD3, no estimuld ni inhibié la proliferacion de los linfocitos T y tuvo un
pequefio impacto en la sobrevivencia de esas células en el sistema experimental
utilizado. Estos datos sugieren que los linfocitos T expresan de manera natural
receptores de GABA y que GABA puede inhibir la proliferacion de células T a través de
un camino de sefiales TCR/CD3. También se ha encontrado'® que en presencia de
GABA, la secrecion de IL-2 se reduce de una manera dependiente a la dosis. El
agonista muscimol también inhibié la proliferacién de los linfocitos T estimulados por
antigenos y por el anticuerpo anti-CD3, en una manera dependiente de la dosis. En
contraste, el baclofeno tuvo un pequefio efecto en la proliferaciéon de los linfocitos T y no
interfirié con la accién inmunosupresora del muscimol. Esto indica que los receptores de
GABA, pero no los de GABAg pueden intervenir en la inhibicion de la respuesta de los
linfocitos T. Estos datos farmacol6gicamente demuestran la presencia de receptores
funcionales de GABA, en los linfocitos T, los cuales median los efectos
inmunosupresores del GABA. Ademas, estos receptores GABA4 de linfocitos pueden
ser manipulados farmacolégicamente en una manera similar a los receptores neuronales
de GABA.'’. Anélisis farmacolégicos mostraron que el efecto inmunoinhibitorio de
GABA podria ser imitado por agonistas de GABA, pero no por agonistas de GABAg. El
efecto inhibitorio de GABA fue grandemente reducido por antagonistas competitivos del
receptor GABA (bicuculina) y completamente anulado por un bloqueador de canal CI
(picrotoxina). Estos datos demuestran que los receptores funcionales de GABA, en los
linfocitos T son farmacoldgicamente similares a los de sistema nervioso central. Estos
investigadores tienen evidencia de la expresion de la subunidad alpha del receptor
GABA, por RT-PCR.
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1.5. Agonistas y Antagonistas de GABA.

151 FARMACOLOGIA DE LAS NEURONAS GABAERGICAS.

Los medicamentos pueden influir en la funcion GABAérgica al interaccionar en
muchos sitios diferentes tanto pre como postsinapticos. También pueden influir en
eventos presinapticos y modificar la cantidad de GABA que, en ultima instancia, alcanza
e interactla con los receptores postsinapticos de GABA. Las acciones presinapticas de
los medicamentos implican a los efectos inhibitorios ejercidos sobre las enzimas que
interviene en la sintesis de GABA (GAD), su degradacion (GABAT) y su recaptacion
neuronal. Recientemente se ha puesto particular énfasis al estudio de la interacciéon de
medicamentos con los receptores de GABA. Los que interactdan a nivel de receptores
de GABA pueden clasificarse en dos categorias generales, agonistas de GABA y
antagonistas de GABA.

hm——————
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Sitio 1. Sintesis enzimatica

Sitio 2. Liberacion

Sitio 3. Interaccion con receptores postsinapticos
Sitio 3a. Autorreceptores presindpticos

Sitio 4. Recaptacian

Sitio 5. Metabolismo

Sitio de accion de medicamentos en la neurona GABAérgica.
(Tomado de Cooper Jack R., Las bases bioguimicas de la neurofarmacologia. Ed. EI Manual Moderno. 1977,
pp.174-193)

152 AGONISTAS DE GABA.

Los estudios electrofisioldgicos han demostrado que hay una gran diversidad de
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compuestos gque pueden activar directamente a los receptores de GABA gue son
sensibles a Hcuculina. Estos agonistas pueden subdividirse facilmente en dos grupos
basandose en su capacidad para penetrar la barrera hematoencefélica, y, por tanto,
tomando en cuenta si son o0 no activos después de su administracion general. Agentes
como el acido 3-aminopropanosulfénico, el acido b-guanidinopropionico, el &acido 4-
aminotetrélico, el acido trans-4-aminocroténico, y el acido trans-3-aminociclopentano-1-
carboxilico son eficaces al intervenir directamente como agonistas del GABA. Sin
embargo es minima la cantidad de estos agentes que llega al cerebro después de su
administracion general, por consiguiente se clasifican dentro de los que no pueden
penetrar la barrera hematoencefalica facilmente.

En el segundo grupo, que atraviesa rapidamente la barrera hematoencefélica y
son activos después de su administracion general tenemos al muscimol (3-hidroxi-5-
aminometilisoxazol) que es uno de los agentes de este grupo que mas ha sido
estudiado. Es aislado de un hongo psicoactivo (alucin6geno) Amanita muscaria. Es un
agonista potente y especifico de GABA..

Otros agentes de este grupo incluyen (5)-(-)-5-(1-aminoetil)-3-isoxazol, el THIP
(un analogo del muscimol biciclico), el SL-76002 [a (cloro-4-fenil) fluoro-5-hidroxi-2-
bencildenamino-4H-butiramida] y la amina kojic (2-aminometil-3-hidroxi-4H-pirano-4ona).

Agonista de GABA Penetra Barrera
Hematoencefalica

Acido 3-aminopropanosulfénico NO
Acido b-guanidinopropiénico NO
Acido 4-aminotetrélico NO
Acido trans-4-aminocroténico NO
Acido trans-3-aminociclopentano-1-carboxilico NO
3-hidroxi-5-aminometilisoxazol (muscimol) Sl
(5)-(-)-5-(1-Aminoetil)-3-Isoxazol SI
THIP Tetrahidroisoxazolopiridinol Si
SI-76002 [a (cloro-4fenil) fluoro-5-hidroxi-2-bencildenamino-4h- Si
butiramida]

2-aminometil-3-hidroxi-4H-pirano-4-pna (Amina Kaojic) Si

Clasificacién de Agonistas de GABA

Ademas de la clasificacion basada en su capacidad de penetrar la barrera
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hematoencefalica, los agonistas GABAérgices pueden subdividirse aun mas en
compuestos que estimulan directamente los receptores de GABA y aquellos que causan
una activacion indirecta de estos receptores por diferentes mecanismos. Los agentes
como el muscimal, la isoguvacina y el THIP son verdaderos agente miméticos del GABA
qgue interactian directamente con sus receptores. Los que actlan indirectamente
facilitan la transmisiébn GABAérgica al incrementar la cantidad de GABA endbgeno que
llega al receptor o alterando en alguna forma el acoplamiento del receptor de GABA
ionoforo y su interaccién para facilitar los cambios en los receptores de GABA mediados

por la permeabilidad a los cloruros.

Medicamentos como la gabaculina (un inhibidor de la GABA-T), el acido
nipecético (un inhibidor de la captacion de GABA) y el baclofen (una sustancia que
ademds de muchas otras acciones, causa la liberacion del GABA de sus almacenes
intracelulares), a menudo son clasificados incorrectamente como agonistas del GABA,
cuando en realidad actian presinapticamente y modifican la liberaciéon de GABA y su
metabolismo mas que interactuar directamente con los receptores de GABA. Las
benzodiazepinas también potencian la accion de la liberacion ténica de GABA en los
receptores por el desplazamiento de un inhibidor endégeno de la fijacion en los
receptores de GABA.

Muchos imitadores de GABA a receptores sensibles a bicuculina (Receptor
GABA,) fueron inactivos a sitios de GABAs. El b-p-clorofenil-GABA o baclofeno han
sido sintetizados o vendidos como agentes antiespasticos. El Baclofeno es un agonista
de GABA en la espina dorsal pero es principalmente notable porque tiene una accion
selectiva sobre los receptores GABAg y deprime la liberacién evocada del transmisor y
la respuesta de contraccidon en una manera dosis-dependiente. Es virtualmente inactivo
a sitios GABA, pero es estereoespecificamente activo a sitios GABAg. El baclofeno ()
es la forma activa.

El agonista mas potente hasta ahora descrito de GABAR es el analogo fosfinico
acido 3-aminopropilfosfinico y su analogo metilado, pero aunque ellos exhiben 10-100
regiones de mas alta afinidad para el sitio de union al GABAR que baclofeno (-), esta

afinidad no se mantiene en todos los ensayos funcionales.
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Estructuras quimicas de los Agonistas de GABA

153 ANTAGONISTAS DE GABA.

La accion del GABA en el complejo receptor-ionéforo puede ser antagonizada por
los antagonistas del GABA, ya sea en forma directa por Icompetencia con el GABA por
su receptor, o bien, indirecta, por la modificacion del receptor o por la inhibicién del

ionoforo activado de GABA.

Los dos antagonistas clasicos del GABA son: la bicuculina y la picrotoxina. Los
dos actlan en los receptores postsinapticos solo que h kcuculina actia como un
antagonista competitivo directo del GABA a nivel del receptor, en tanto que la picrotoxina
actia como un antagonista no competitivo, quiza debido a que puede bloquear los
ionoforos activados del GABAR. Ambas drogas son potentes convulsivantes y

Unicamente tienen un interés experimental, ya que no se administran a los pacientes.

El clasico antagonista del receptor GABA. es el convulsivante bicuculina, el cual
reduce la frecuencia y el tiempo de apertura del canal. Es un alcaloide eftalido
isoquinolina (C,H,;;O¢N) aislado a partir de una fumaridcea holandesa, Dicentra
cucullaria. Es un inhibidor mas especifico de la accién del GABA en el SNC de los
mamiferos. Es inestable a 37°C y a pH fisiolégico. Bajo condiciones fisiolégicas
normales, la bicuculina es hidrolizada a bicucina, un antagonista de GABA relativamente

inactivo con una vida media corta de algunos minutos. Las sales cuaternarias que se
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utilizan actualmente para la mayor parte de los experimentos electrofisiologicos
(metilyoduro de bicuculina y metacloruro de bicuculina) son mucho mas hidrosolubles y
estables en un amplio rango de pH que oscila de 2-8. Sin embargo, estas sales
cuaternarias no son adecuadas para administracion general debido a su mala

penetracion al sistema nervioso central.

La picrotoxina (PTX) es una sustancia natural que se encuentra en las bayas de
los arbustos Anamirta cocculus, en el este de la India. La droga esta en las semillas de
la planta, llamada cominmente “fish-averies” (“fruta para pescar”). Es un compuesto
neutro, no nitrogenado que puede descomponerse en dos dilactonas, Picrotoxininay
pirrotina; esta Ultima es inactiva. La picrotoxinina es el componente activo.

La PTX se une alostéricamente previniendo cambios conformacionales de la
proteina del receptor. Es la mejor sustancia disponible para antagonizar las acciones de
GABA. Es un poderoso estimulante y afecta todas las regiones del SNC. En los
mamiferos se ha demostrado que la PTX bloguea la inhibicion presinaptica y la inhibicion
postsinaptica resistente a k estricnina en el SNC. Antagoniza selectivamente el GABA
en todos los niveles del SNC, tal vez interaccionando con sitios intimamente asociados
con el ionéforo. Es una sustancia muy toxica, se absorbe por todas las vias pero el
efecto pleno sobre el SNC no se ve hasta que pasan algunos minutos; una dosis de 20
mg puede producir sintomas de envenenamiento severo. El diazepam es un antidoto
efectivo para el envenenamiento por PTX. Antes era empleada en el tratamiento del
envenenamiento por depresores del SNC, no es un estimulante respiratorio, ni se le
considera como agente terapéutico Util. Otros antagonistas incluyen pitrazepin, amidina
esteroide RU5135

Los farmacos de mayor utilidad para confirmar la mediacion GABAérgica han
sido bicuculina y PTX, sin embargo, muchos otros agentes farmacologicos inductores de
convulsiones y cuyos efectos no se explicaban con anterioridad (entre ellos penicilina y
feniltetrazol) pueden actuar también como antagonistas relativamente selectivos de la
accion del GABA.
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Estructuras quimicas de los Antagonistas de GABA

154 MODIFICACION DEL RECEPTOR GABA, NEURONAL POR
FARMACOS.

Se ha visto que un numero de drogas modifican el receptor GABAa. BarbitUricos
y benzodiazepinas (BZP) potencializan la respuesta del receptor GABA,, a través de
diferentes sitios regulatorios alostéricos en el receptor GABA.. Los esteroides,
incluyendo anestésicos esteroideos y metabolitos de progesterona también potencializan
la respuesta del receptor. Las drogas bicuculina, PTX, metil-6,7-dimetoxi-4-etil-b-

carbolina-3-carboxilato (DMCM) y la penicilina reducen la inhibicion mediada por GABA.

Se dice que hay un "mejoramiento” del receptor para GABA cuando una droga
incrementa la conductancia y/o la frecuencia de duracién de la apertura del canal.

Los barbitiricos mejoran la afinidad de unién a sitios de afinidad baja e
intermedia e imitan a GABA por la apertura del canal, en ausencia de GABA. Los
barbitlricos activos alostéricamente inhiben la unién in vitro de PTX. Sedantes-
hipnoticos, anestésicos y barbitdricos anticonvulsantes asi como no-barbitdricos
relacionados como etazolato, etmoidal y LY81067 mejoran la medida de GABAx por
métodos electrofisiologicos o radiosefiales de flujo ionico. Resultados de andlisis de
fluctuacion sugieren que el fenobarbital y el pentobarbital incrementan la duracion de

apertura del receptor GABA,, sin alteracién de la conductancia.

Las drogas activas en el sitio de PTX incluyen productos naturales y
experimentales, convulsantes policiclicos, sintéticos como el pentilenetetrazol vy
compuestos biciclofosfato como el TBPS. Todos estos compuesto inhiben
competitivamente radioniveles de PTX o TBPS, uniéndose y bloqueando la actividad del
canal del receptor GABA, por GABA, en la misma manera que PTX.
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Las BZP usadas clinicamente como ansioliticos, antiepilepticos, relajantes
musculares y actividad hipnotica, mejoran el receptor GABA.. El diazepam mejora el
receptor GABA,, por un incremento en la frecuencia de apertura, sin alteracion de la
conductancia del canal o duracion de apertura. Los BZP refuerzan la inhibicién
presinaptica segmentaria mediada por el GABA e imitan la accién inhibidora presinéptica
del GABA sobre las terminales nerviosas preganglionares. Estos farmacos muestran
también una accién antagonista sobre los mecanismos GABAérgicos postsinapticos. En
general, las benzodiazepinas actian de forma similar al GABA sobre todos los
mecanismos inhibitorios conocidos que se deben a la accion fisiolégica del GABA,
aunque a través de cierta accion potenciadora directa, en lugar de un antagonismo
GABAérgico directo. In vitro, las concentraciones micromolares de las BZP incrementan
la afinidad del GABA por los receptores GABAérgicos situados sobre las membranas
sinapticas de GABA.

Los esteroides femeninos, como la hormona sexual progesterona, tienen
actividad sedativa. Estos compuestos mejoran la funcion del receptor GABA, y la union

de una manera que asemeja los barbitdricos.

Los efectos sinérgicos de los esteroides y los barbituricos indican que ellos tienen
distintos sitios de accion en el complejo del receptor GABA.. La conductancia del
receptor es inalterada por esteroides.

El antibiotico penicilina G inhibe el receptor GABA,, inhibe la unién de PTX pero
solo en altas concentraciones.

155 FARMACOLOGIA DEL RECEPTOR GABA;.

La bicuculina, y la PTX no tienen efectos en el receptor GABAg. EIl faclofeno, un
derivado fosfonico del baclofeno fue el primer antagonista selectivo del receptor GABAg;
la afinidad de este por los sitios de unién de GABA; en las membranas sinapticas del
cerebro de rata es un exceso de 100 nM. Datos obtenidos con faclofeno proveen la
primera evidencia de su papel fisiol6gico para receptores GABAs en el cerebro de
mamiferos.
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El mas reciente antagonista es el CPG 36742, el cual puede bloquear los efectos

de baclofeno mientras no se producen efectos en ausencia de agonistas exdgenos

Tal vez el antagonista mas excitante reportado hasta ahora ha sido el estudiado
por Froestly y colaboradores®. Estos autores han descrito recientemente resultados
obtenidos con agonistas de GABAg, con afinidad nanomolar por el receptor. Por
sustitucion con un monocloro en el nitrégeno del antagonista CGP 36742, la afinidad por
la unién al GABAgR se incrementa de 35nM a 1 nM y 55 nM, respectivamente. Ademas
la sustitucién en el carbono b con grupos metilo o hidroxilo incrementa la afinidad. Estas
observaciones contrastan a las obtenidas con agonistas donde la sustitucion en el

nitrogeno disminuye la actividad del receptor GABAg en todos los casos.

15.6 FARMACOLOGIA DEL RECEPTOR GABA..

Los receptores GABA: son un grupo distinto farmacolégicamente. El receptor
GABA: no responde a bicuculina y baclofeno. Los diferentes perfiles farmacologicos del
receptor GABA, y GABA: se muestran en la siguiente tabla:

Diferencia farmacolégica de los receptores GABA: y GABA,

Ligando Receptor GABA: | Receptor GABA,
Bicuculina Inactivo Antagonista
Baclofeno Inactivo Inactivo
Picrotoxinina Antagonista® Antagonista
TACA Agonista Agonista
CACA Agonista Inactivo
TAMP Agonista Agonista débil
CAMP Agonista Inactivo
Muscimol Agonista parcial Agonista
Isoguvacina Antagonista débil Agonista
THIP Antagonista débil Agonista
I4AA Antagonista Agonista
TPMPA Antagonista Inactive

1, 4-Benzodiazepinas | Inactivo Moduladores”®
Barbituratos Inactivo Moduladores
Neuroesteroides Inactivo Moduladores

*Fuerte antagonista solo para el receptor homooligomerico r 1
®No activo a subtipos de receptores GABAA a4bg, a6bd §abeGABAA

Abreviaciones: CACA, &cido cis-4-aminocrotonico; CAMP, acido cis-2-aminometil-ciclopropano carboxilico;
14AA, acido imidazol-4-acético; THIP, 4, 5, 6, 7-tetrahidroisoxazolo [5, 4-c] piridin-3-ol; TPMPA acido (1, 2, 3,
6-tetrahidropiridine -4-ol) metilfosfinico.

Tomado de Bormann J. The “ABC” of GABA receptors. Pharmacol Sci, 21 : 16-19, 2000.
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Notablemente, CACA es un agonista selectivo para los receptores GABA:, pero
inactivo a receptores GABA,, considerando que el enantiomero trans TACA no muestra
TPMPA J[4cido (1, 2, 3,

metilfosfinico) ha sido identificado como un agonista potente y enormemente selectivo

igual preferencia. Ademas, 6-tetrahidropiridina-4-ol)
para receptores GABAc. El receptor GABAc es insensible a farmacos moduladores
para GABA,. como benzodiazepinas, barbituratos y neuroesteroides.

157 AGONISTAS DEL RECEPTOR GABAc.

Diferencias en el perfil de unién de los agonistas de los receptores GABA, y
GABA: han sido reveladas por usos de analogos de GABA de conformacién restringida.
La mas pronunciada diferencia fue observada para TACA y su enantiémero cis CACA.

El compuesto CACA activa preferentemente al receptor GABA:; es mucho mas
selectivo a este receptor que el agonista mas potente (TACA el cual interactia

fuertemente con una variedad de macromoléculas que reconocen al GABA.
0

FizH \/\H‘“‘)J\OH

4rido 4-aminocrotdnica

Propiedades de los receptores GABA,, GABA: y GABA:.

Caracteristica GABA GABAg GABAc

Mecanismo del receptor lonotrépico Metabotrépico lonotrépico
(canal de CI') (acoplado a proteina G) (canal de CI)

Subunidades proteinicas ai.6,b1.3,0.3,d | No conocidas r,ro

Farmacologia

GABA + + ++

Muscimol ++ Inactivo +/-

THIP P4S ++ Inactivo Competitivo-

TACA ++ Inactivo ++

CACA ¢Jlnactivo? Inactivo +/-

3-APMPA, 3-APPA Inactivo ++ Competitivo—

3-APA Inactivo +- Competitivo—

Baclofeno Inactivo + Inactivo

Saclofeno, Faclofeno Inactivo Competitivo- Inactivo

Bicuculina Competitivo - Inactivo Inactivo

Picrotoxina No competitivo- Inactivo No competitivo-

+ Agonista; ++ Potente agonista; - Antagonista; -- Potente antagonista; +/- Parcial agonista

Tomado de Manocha A. Pharmacology of GABA: receptors. Indian Journal of Pharmacology, 30 :
218-226, 1998.
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En general TACA, el isbmero trans de CACA, es el agonista mas potente. Los
receptores GABA: son activados por CAMP, el cis enantiomero del &cido carboxilico 2
aminometilciclopropano (CAMP), el cual es un analogo de GABA, pero este compuesto
es inerte a receptores GABAa. Estos hallazgos confirman la sugerencia original de

Johnston y sus colegas que los anélogos de GABA tal vez sean agonistas selectivos al
receptor GABA:>®.

158 ANTAGONISTAS DEL RECEPTOR GABA..
Los antagonistas competitivos mas potentes de la respuesta de GABA: son: 3

APMPA [acido 3-aminopropil (metil) fosfinico], 3-APPA (acido 3-aminopropilfosfinico) y
3-APA (acido 3-aminopropilfosfénico).

Ligandos selectos que actlan en el receptor GABA:

Agonistas GABA:  Antagonistas GABAc Blogueadores del canal de CI’

Muscimol® Isoguvacina Picrotoxina
TACA THIP TBPS
CACA® P4S gHCH
TAMP? Acido Isonipecético
CAMP 3-APS
GABA ZAPA

I4AA?

SR95531

3-APMPA

3-APPA

3-APA

DAVA

@ Parcial agonista
Tomado de Manocha A. Pharmacology of GABAc receptors. Indian Journal of Pharmacology, 30 :

218-226, 1998.

3-APMPA y 3-APPA también son potentes agonistas del receptor GABAg,

mientras que el 3-APA es un agonista parcial del receptor GABAg.
El acido d-aminovalérico es también un moderado antagonista del receptor
GABA:. Ni el agonista baclofeno o el antagonista faclofeno del receptor GABAg influyen

sobre el receptor GABAc.

Los anédlogos de GABA, isoguvacina, 4, 5, 8, 7-tetrahidroisoxazol [5, 4, -c] piridin-
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3-ol (THIP), el acido piridin-4-sulfonico (P4S) muestran débil efectos antagonistas del
receptor GABA: 0 no muestran efecto alguno.

El andlogo de GABA acido acético-4-imidazol es un fuerte antagonista del
receptor GABAc.

El antagonista competitivo del receptor GABA,, bicuculina, es 5000 veces menos
potente en GABA: que en GABA..

La PTX ha sido reportada que bloquea algunos receptores GABA: bajo ciertas
condiciones. Shimada y colaboradores encontraron que la PTX y el inhibidor del canal

de CI' TBPS (t-butilbiciclofosforotionato) bloquean canales de GABA: activados, en
oocitos inyectados en el RNAm humano para la subunidad r ,*°.
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1.6. Aplicaciones de GABA.

No se han obtenido hasta ahora efectos terapéuticos Utiles con el uso de
compuestos que mitan la accién del GABA (como muscimol), inhiben su recaptaciéon
activa (como la de 2,4-diaminobutirato, acido nipecético y guvacina) o alteran su
recambio (como &cido aminooxiacético)? Sin embargo, en los Ultimos afios han
proliferado avisos en Internet sobre el uso empirico del GABA y sus agonistas con
diferentes propositos, desde quitar arrugas, hasta antiepiléptico, desestresante, anti-
envejecimiento, para bajar de peso, para estabilizar la presion sanguinea, para la

depresion y para facilitar el suefio entre otros.

La manipulacion farmacolégica de la transmisiébn GABAérgica es una efectiva
aproximacién para el tratamiento de la ansiedad. Ademas, ha sido demostrado su
accion depresora en el sistema nervioso por barbitiricos y otros anestésicos generales,
resultado de la transmision sinaptica inhibitoria, mediada por los receptores de GABAA.

No hay agonistas de GABA en uso clinico en la actualidad; sin embargo, existe
interés en el desarrollo de nuevas dogas con este tipo de accion, porque ellas bien
podrian tener una aplicacion en el tratamiento de la epilepsia y en el control de

desdrdenes del movimiento.

Sin embargo, existen numerosas drogas que modifican la respuesta neuronal de
GABA, no actuando directamente en los receptores de GABA, al contrario de las
benzodiazepinas y los barbitdricos, que facilitan el paso del cloro a través del receptor
para GABA, potencializando asi su respuesta.

No se ha descubierto ningin medicamento para bloquear eficazmente la
captacion del GABA en el tejido nervioso sin ejercer muchas otras acciones
farmacolégicas indeseables. La elaboracién de un inhibidor selectivo de la captacion de
GABA seria muy Util para los estudios de este aminoacido en el SNC.

El dipropilacetato sodico (epilim, roquentin) es utilizado ampliamente como un

anticonvulsante clinico, eficiente. Los niveles del GABA-T constituyen, en general, una
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fuente valiosa para la sintesis de farmacos anticonvulsantes. Los inhibidores de la
transaminasa tiene efectos relajantes y anticonvulsivos; el acetato de dipropilo
(valproato) se utiliza ampliamente como antiepiléptico.

Debido a que la GAD y la GABA-T dependen de la coenzima fosfato de piridoxal,
no es sorprendente que los agentes farmacolégicos o las condiciones anormales que
afectan a esta coenzima puedan provocar alteraciones en el contenido del GABA en el
encéfalo. Pueden provocar convulsiones epileptiformes por la falta de esta coenzima o
por su inactivacion. Condiciones de esta clase conducen también a la reduccién de
GABA, ya que la GAD parece que se inhibe de preferencia sobre la transaminasa, quiza
debido al hecho de qua la GAD tiene una afinidad menor para la coenzima que la que
tiene la GABA-T. El acido aminooxiacéico es un inhibidor de bsfato de piridoxal,
también inhibe GABA-T y es un anticonvulsante

En los lactantes, una alimentacion deficiente en vitamina Bs puede conducir a la
produccion de convulsiones que responden bien al tratamiento con piridoxina.

Los agonistas de GABA; tal vez son utiles drogas antiasmaticas, ya que la
activacion del receptor GABAs dentro de los bronquios disminuye la liberacion de
acetilcolina y sustancia P, los cuales normalmente incrementan la resistencia en los
conductos de ventilacion y también disminuyen la hiperactividad bronquial, la cual es una
caracteristica del asma. También disminuyen la motilidad intestinal y su propiedad tal
vez sea una importante indicacion para su uso en estados sobreactivados, sin los

efectos asociados, por ejemplo con el antagonismo del receptor muscarinico para Ach.

Los receptores GABA; parecen ser de mayor importancia en procesos sinapticos
fuera del cerebro y estan presentes en ambos sitios: pre y postsindpticos. Su activacion
puede hiperpolarizar neuronas y disminuir la liberacién de neurotransmisores es en
terminales presindpticas. Drogas como el Baclofeno, que imitan esta activacion, son
usadas terapéuticamente®. Drogas que interfieren con la activacion del receptor GABA
deben también ser agentes terapéuticos importantes.
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1.7. Sal de Tetrazolio: MTT

Idealmente, un ensayo colorimétrico para células vivas debe utilizar un sustrato
colorido que sea modificado a un producto colorido (diferente al primero) solo por las
células vivas pero no por células muertas o gjidos en medio de cultivo. Las sales de
tetrazolio son atractivos candidatos para este propdsito, ya que ellas miden la actividad de
varias enzimas deshidrogenasas, porque el anillo de tetrazolio es reducido en mitocondria

activas y entonces, la reaccion ocurre Gnicamente en células vivas®.

Mosmann y colaboradores, en 1983, describieron y desarrollaron un ensayo
rapido, colorimétrico, basado en la sal de tetrazolio MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ol)-2,5-difeniltetrazolio)®'. Subsecuentemente fue investigado por el National Cancer
Institute en 1986 para su uso in vitro en el descubrimiento y desarrollo de farmacos. Este
ensayo mide solo células vivas y pueden se leido en un espectrofotdmetro multicanal
(Lector de ELISA)*".

Mosmann midié la generacion de formazan por células metabdlicamente inactivas
(eritrocitos), células en reposo (células del bazo) y células activadas (linfocitos
estimulados con Con-A), mostrando que ni las células rojas de la sangre reducen el MTT
a un significativo alcance y que ninguna de las células rojas interfiere significativamente
en el ensayo, arriba de las concentraciones de 2 x 10° células/mL. Linfocitos activados

con Con-A produce aproximadamente 10 veces méas formazan que las no activadas *'.
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El MTT es reducido por todas las células vivas, células activas metabdlicamente
pero no por células muertas o eritrocitos. La cantidad de formazan generada es
directamente proporcional al numero de células, sobre un amplio rango, usando una
poblacién de células homogéneas. Las células activadas producen méas formazan que las
células en reposo, las cuales pueden permitir la medicibn de la activacibn aun en
ausencia de proliferacién. Estas propiedades son todas consistentes con la reduccion de
MTT solo para mitocondrias activas. La idea general es que esta actividad metabdlica

requiere funcién mitocondrial.

El MTT es un sustrato amarillo palido que al ser reducido por la deshidrogenasa
mitocondrial (cadena respiratoria) en células vivas incubadas, da un producto (formazan)
de color azul- parpura. EIl producto de la reaccion de MTT, formazan, es parcialmente
soluble en el medio, pero se puede disolver con un disolvente organico (Dimetilsulféxido
(DMSO)) o en un alcohol (etanol, isopropanol) y producir una solucion homogénea
apropiada para medir la densidad 6ptica de una manera facil y rapida. Este puede ser
cuantificado en una placa convencional de ELISA y puede ser leido a 570 nm (maximo de
absorbancia).

Las sales de tetrazolio han sido ampliamente utilizadas para la cuantificacion de la
capacidad reductora celular. Estas sales aceptan electrones de sustratos oxidados o
coenzimas apropiadas incluyendo NADH o NADPH, lo cual resulta en su reduccién al
producto colorido formazan. ElI MTT descrito primero por Beyer y Pyl es faciimente
reducido por donadores de electrones como NADH o NADPH. Recientes estudios con el
sistema succinato deshidrogenasa (estas enzimas forman parte de un complejo de 25
enzimas que componen el complejo | de la cadena respiratoria) en homogeneizados de
higado de rata, indican que el MTT es reducido en la ubiquinona y en los sitios de los
citocromes b y ¢ del sistema mitocondrial de transporte de electrones®™. Sin embargo,
esta no es una evidencia sustantiva que indique que la reduccién de MTT esta limitada a
las mitocondrias™.

El hecho de que las sales de tetrazolio son ampliamente utilizadas en
inmunohistoquimica para la demostracion de enzimas mitocondriales, especificas sugiere
gue la reducciéon de MTT puede ocurrir en multiples sitios celulares. (EI NAD también se

puede localizar en el citosol y puede reducir al MTT (Alberts et al 2000)
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171 APLICACIONES.

El ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ol)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) es
ampliamente usado para mediciones in vitro de la viabilidad metabodlica de cultivos
celulares sujetos a diferentes condiciones de cultivo.

Ya que el sistema “succinato-tetrazolio reductasa” pertenece a la cadena
mitocondrial respiratoria, es activa solo en células viables. Por eso, este ensayo es
comunmente utilizado para estimar la viabilidad celular en protocolos e seguimiento de
farmacos y en ensayos de quimiosensibilidad ya que mide la actividad metabdlica;

también es ampliamente usado para cuantificar la proliferacion celular y la citotoxicidad.

Como las células proliferativas son metabdlicamente mas activas que las no
proliferativas, este ensayo es apropiado no solo para la determinacion de células viables y
la medida de la citotoxicidad, sino también para la activacion y proliferacion de las células
en respuesta a mitdgenos (5ng/mL Con-A, LPS, 10ng/mL, Fitohematoglutinina). Sin
embargo, uno tiene que tener en mente que, bajo condiciones no ideales (como por
ejemplo una variacion del pH o en la concentracion de glucosa en el medio de cultivo) la
respuesta del MTT puede variar enormemente en células viables debido al estado
metabdlico de las células. Se puede usar el ensayo para medir produccion de linfocinas,
estimulacion con mitégenos v lisis mediada por complemento®.
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1.7.2 VENTAJAS.

El ensayo MTT detecta especificamente células viables.

La cantidad de formazan producido es directamente proporcional al nimero
de células viables usadas en el ensayo; la sefial generada es dependiente del
grado de activacion de las células. Este resultado indica que el ensayo es capaz
de detectar un nimero muy pequefio de células vivas (por ejemplo 200)
aumentando la posibilidad de que la cantidad de formazan generado por célula
dependa del nivel metabdlico de la célula.

El ensayo es no radioactivo y puede ser realizado en su totalidad en una
placa ce ELISA, utilizando un lector de placas que mida la absorbancia en pozos
individuales. Esto es apropiado para la medida de la proliferacion celular,
viabilidad celular o citotoxicidad.

El MTT es metabolizado por todas las células es decir, puede ser usado por
todos los tipos de células. Esto incluye linfocitos T y B estimulados con un
mitdgeno, células de mieloma, linfoma T y lineas celulares tumorales, asi como
varias lineas celulares T dependientes de IL-2. Tal vez también sea aplicable para
el ensayo de linfocitos T citotoxicos.

La proporcion de la reduccion de MTT es lineal sobre un periodo de 4
horas.

El ensayo se realiza en placas y por consiguiente es facil manejar una gran
cantidad de muestras; permiten evaluar varias ®plicas y el volumen de reactivo
requerido es 5 a 10 veces menor que en métodos de conteo celular.

Este ensayo es una técnica apropiada para aplicacion de rutina de
quimiosensibilidad.

Otra ventaja del ensayo incluye la baja variacion de los datos entre los
ensayos (++ 15% DS).

Muestra un alto grado de precision.

El sustrato no interfiere con la medida del producto y se encontraron
condiciones en las cuales los componentes del medio no interfieren. Esto permitio
qgue el ensayo sea leido sin remover medio o hacer pasos de lavado, lo aal
incrementa la velocidad del ensayo y ayuda a minimizar la variabilidad entre
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muestras. Los estados finales del ensayo (adicion del MTT, lectura de la placa e
impresion de datos) toma mucho menos tiempo.

El color es estable por algunas horas a temperatura ambiente.

Los resultados son también aparentemente visuales, lo cual es muy util si
se requieren resultados cualitativos rapidos.

En la practica no se observan grandes diferencias entre el ensayo
colorimétrico, ensayos con radiois6topos o la inspeccion visual de los pozos.

No se necesita un contador-go de centelleo.

El ensayo colorimétrico comparte con los ensayos de radioisétopos las
ventajas de cuantificacion precisa y la compatibilidad de programas de
computadora.

Dado que el ensayo colorimétrico es tan rapido, una gran cantidad de datos
pueden ser generados.

El uso del ensayo colorimétrico para crecimiento y viabilidad celular,
desarrollado en placas de pozos, en conjunto con pipetas multicanal y un
espectrofotdmetro automatico, ofrece mayores ventajas en la rapidez, simplicidad,
costo y seguridad sobre otros ensayos convencionales usando la captacion de

compuestos radioactivos.

1.7.3 DESVENTAJAS.

Es importante validar el ensayo para cada tipo de célula.

Células con baja actividad metabdlica (por ejemplo linfocitos no
estimulados) deben ser usadas en alta cantidad

La agitacion durante la incubacién tiene un poco de influencia en la
produccién de formazan, comparado con una combinacién aerébica, normal en
tubos no agitados.

El sistema succinato-tetrazolio reductasa es, en general, un sistema
complejo afectado en muchos casos por niveles de oxigeno en la incubacién.

Una caracteristica limitante de este ensayo es el andlisis de los datos que
obviamente requiere el uso apropiado de un software, el cual no es generalmente
disponible.

El formazan varia entre lineas celulares y el tiempo de cultivo. Una

correlacion fue establecida entre la concentraciéon de Dglucosa del medio de
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cultivo en el tiempo del ensayo y la formaciéon de formazan para cada linea
celular. Una disminucion en la concentracion de D-glucosa del medio de cultivo
fue acompafiado por una disminucion en la reduccion del MTT; las células que
metabolizan extensamente D-glucosa exhibieron una gran reduccién especifica del
MTT (por ejemplo las lineas celulares SNRK1 de carcinoma renal y la HOP62 de
adenocarcinoma de pulmén metabolizan el azlcar extensivamente). El transporte
celular y metabolismo constante de glucosa fue requerido para un maximo de
reducciéon de MTT. Estos resultados indican que la actividad especifica del MTT
es significativamente influenciable por un nimero de parametros y sugiere que las
condiciones de ensayo deben ser establecidas para minimizar estos efectos.

Inicialmente el etanol fue usado para disolver el formazan pero algo de
precipitacion de proteinas del suero ocurrié en la mezcla alcohol-acido. Algunos
otros solventes organicos fueron probados y el isopropanol fue la solucion mas
apropiada

Este ensayo puede ser afectado significativamente por numerosas
condiciones. Estas condiciones pueden ser divididas en 2 grupos: primero, las
influencias que afectan el espectro del formazan producido; segundo, las
influencias que afectan la cantidad de formazan producido por las células. Por
ejemplo, para el primer caso, algunas lineas celulares son sensibles a cambios de
pH, por ejemplo MCF-7, ya que al ser disueltos los cristales de formazan en
DMSO y HCI la absorbancia se reduce notablemente pero si se afiade NaOH
(después del HCI) la absorbancia se ve mejorada; es esencial ademas remover el
medio-MTT como sea posible antes de la adicion de DMSO para evitar cambios
del espectro. La alta densidad celular o la acidez del medio, incrementa la
disminucién en la absorbancia, cuando el medio no es removido inmediatamente
antes de ejecutar el ensayo. La ausencia del buffer Hepes en el medio de cultivo
resulta en una disminucion significativa (arriba del 60%) en las absorbancias leidas
a 540 nm cuando son comparadas con medio de cultivo que contienen Hepes.
Mientras que la ausencia o presencia de suero o rojo de fenol no influye. Un
cambio en el espectro también puede ocurrir como resultado de la calidad del
DMSO utilizado, por ejemplo, el color del formazan producido por las células T47-
D después de 2 dias en cultivo, disuelto en DMSO, calidad pro-andlisis, fue rojo-
café, mientras que el uso de DMSO calidad Uvasol dié una solucion rojo-puarpura.
El cambio del espectro fue acompafiado con una disminucion del 30% de
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absorbancia a 540 nm. Cuando las placas de cultivo conteniendo formazan/DMSO
(calidad Uvasol) fueron expuestas al aire durante 4 y 24 horas se observo una
disminucion de la absorbancia del 10% y 30%, respectivamente. Un control del pH
durante la incubacién de las células con MTT y después, disolviendo los cristales
de formazan en DMSO, parece ser extremadamente importante. Esto puede ser
conseguido por una renovacion del medio de cultivo con Hepes, inmediatamente
antes de la incubacion con MTT. Para el segundo caso, la proliferacion celular
produce mas formazan que las células carentes de factores esenciales para la
proliferacién. Este fendmeno es una de las mayores ventajas del uso del ensayo
de MTT: la habilidad de medir en un tiempo relativamente corto diferencias de
actividad metabolica®.

Aunque para muchos tipos de células el MTT y la captacion de timidina [H?]
dan un resultado similar, otras células tal vez reducen la sensibilidad con el MTT,
por ejemplo, los blastos de células T activadas con Con-A producen mucho menos

formazan que EL4.

En general el procedimiento incluye:

Cultivo celular en una placa de 96 pozos, después incubacién con solucion
de MTT por aproximadamente 4 horas. Durante el periodo de incubacion la
células viables convierten el MTT a formazan (insoluble en agua)

Solubilizacion de formazan en la placa de 96 pozos. La solubilizacion
puede ser realizada con solventes organicos por ejemplo 4 mL de acetato de etilo,
alcohol (etanol/acido o isopropanol/acido) o DMSO.

Cuantificacion de la coloracién con un lector de ELISA. La absorbancia es
directamente proporcional con el nimero de células, usando una longitud de onda
de referencia de 630 nm y una longitud de onda de medida de 570 nm. El
espectro de absorbancia para MTT-formazan varia con el método usado para
detener la reaccién enzimética. Si se usa el &cido tricloroacético el maximo de
absorcion es 430 nm mientras que con saturacion de (NH,),SO,4 es a 560 nm.
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1.8. La Respuesta Inflamatoria.

Cuando se lesiona un tejido, ya sea por bacterias, un traumatismo, sustancias
guimicas, calor u otros fendbmenos, sus células liberan mdltiples sustancias que aumentan
la permeabilidad capilar y provocan la extravasacion de plasma y células sanguineas.
Como una consecuencia se producen cambios secundarios en los tejidos lesionados. El

conjunto de esos cambios titulares se denomina inflamacion.

La inflamacién depende en una buena parte de las proteinas y de las células
sanguineas que se salen de los vasos capilares. Normalmente se encuentran seis tipos
de leucocitos en la sangre y todos ellos pueden activarse e infiltrar los tejidos inflamados.
Se les conoce como los neutrofilos polimorfonucleares, los eosindfilos polimorfonucleares,
los basdfilos polimorfonucleares, los monocitos, los linfocitos y en ocasiones las células
plasmaticas. Los tres primeros tipos de células, los células polimorfonucleares, tienen
todas ellas un aspecto granular por lo que se les llama granulocitos o en la terminologia
clinica “poli” por sus mdultiples nucleos. Los granulocitos y monocitos protegen al
organismo frente a los microorganismos invasares principalmente mediante su ingestion,
es decir por fagocitosis. Los linfocitos y las células plasméticas actian principalmente en
conexion con el sistema inmunitario.

18.1 LA INFLAMACION.

La palabra inflamacién derivada del latin “flamma” —llama, fuego- y se puede
definir como una respuesta, generalmente local, de un organismo vivo frente a una
agresion y/o una lesién de tejidos. Las caracteristicas de la inflamacién fueron ya
descritas por Celso en el afio treinta de nuestra era y consiste en la presencia de dolor,
aumento de temperatura, tumefaccion y enrojecimiento. Estos cuatro signos (descritos
por Galeno) —calor, rubor, tumor y dolor- junto con el de impotencia funcional la cual fue
descrita por Virchow en 1858 en su “Patologia celular” constituyen los hallazgos

fundamentales de cualquier proceso inflamatorio.
La inflamacion es, en general, un mecanismo de defensa tisular. EIl proceso
inflamatorio es un arma de doble filo, pues en ocasiones conlleva afectos secundarios

indeseables como ocurre, por ejemplo, en las enfermedades autoinmunes o en las
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reacciones anafilacticas. Una inapropiada o no regulada respuesta es el centro para una

amplia variedad de enfermedades en humanos.

El estimulo desencadenante de la inflamacién varia en cada caso e incluye
agentes fisicos o quimicos, microcristales, bacterias, virus, hongos, complejos inmunes,

sustancias antigénicas, etc.

La respuesta inflamatoria es una compleja serie de eventos fundamentales para
proteger el cuerpo contra cualquier dafio y para detener h invasividad de los agentes
infecciosos. Una caracteristica destacada de la inflamacion es la reaccion de la
vasculatura en el sitio del dafio. EIl endotelio vascular, una serie de proteinas del plasma

y los leucocitos se combinan para proteger al cuerpo del dafio.

El proceso inflamatorio incluye una serie de fendmenos que pueden ser
desencadenados por diversos estimulos (agentes infecciosos, isquemia, interacciones
antigeno-anticuerpo, y lesiones térmicas o fisicas de otra indole). A nivel macroscopico,
la respuesta por lo comin se acomparfa de los conocidos signos clinicos como eritema,
edema y dolor (hiperalgesia) a la palpacibn o espontdneamente. Las respuestas
inflamatorias pueden clasificarse en tres grandes grupos segun su duracién y cada una al
parecer es mediada por mecanismos distintos: 1) una fase transitoria aguda que se
caracteriza por vasodilatacién local y mayor permeabilidad capilar; 2) una fase subaguda
tardia que se identifica mas bien por infiltracién de leucocitos y fagocitos, y 3) una fase
proliferativa cronica en que se advierten degeneracion y fibrosis tisulares.

A nivel celular, la respuesta inflamatoria es caracterizada por la movilizacion e
infiltracion de neutrdéfilos, leucocitos mononucleares y macréfagos en el sitio de
inflamacion. La infiltracion de células produce una multitud de moléculas biol6gicamente
activas que indican una cascada de sefales de eventos intra e intercelulares capaces de
afectar células linfoides y no linfoides; asi, macréfagos, linfocitos, fibroblastos sinoviales y
células endoteliales son activados para producir mediadores adicionales que ademas
perpetlan la respuesta inflamatoria.

La inflamacion se caracteriza por: 1) la vasodilatacion de los vasos sanguineos

locales, con el consiguiente exceso de flujo sanguineo local; 2) el aumento de la
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permeabilidad de los capilares, con el paso de grandes cantidades de liquido en los
espacios intersticiales; 3) a menudo, la coagulacion del liquido en los espacios
intersticiales, por una cantidad excesiva de fibrinGgeno y de otras proteinas que salen de
los capilares; 4) la migracion de un gran nimero de granulocitos, monocitos y linfocitos al
tejido dafiado; y 5) la tumefaccion de las células tisulares. Algunos de los muchos
productos tisulares que provocan esta reaccidbn son la histamina, la bradicina, la
serotonina, las prostaglandinas, los diferentes productos de reaccién del sistema del
complemento, los productos de reaccion del sistema de coagulacion de la sangre, y
numerosas citocinas diferentes que son liberadas por las células T sensibilizadas y por los
macréfagos.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la inflamacién consta de dos fases:
vascular y celular. El primer paso del proceso inflamatorio es la contraccion transitoria de
las arteriolas, a la que dgue una vasodilatacion, con el consiguiente aumento de la
permeabilidad vascular y exudacion plasmatica. La vasodilatacion es la causa del
aumento de temperatura y del enrojecimiento local. El aumento de la permeabilidad
capilar ocasiona exudacion plasmatica y con ello tumefaccion y dolor. La reaccion
vascular se debe a la activacion que produce el estimulo flogético sobre los mediadores
humorales (Factor de Hageman, cininas, prostaglandinas, neuropéptidos, etc.) que van a
reclutar, amplificar y modular a los diferentes actores del proceso inflamatorio. La fase
celular consiste en la emigracién al foco inflamatorio de fagocitos (polimorfonucleares,
monocitos y macrofagos) y de células inmunitarias (linfocitos T y B, células plasmaticas,
etc.), asi como de otras células (plaquetas, fibroblastos y mastocitos) cuyo metabolismo
se vuelve sumamente activo en esta fase. La mayoria de estas células proceden de la
sangre, de donde salen hacia el espacio extravascular mediante un proceso de
diapédesis.

Uno de los primeros resultados de la inflamacién es la “tabicacion” del area de
lesién, la cual queda separada del resto de los tejidos. Los espacios tisulares y los
linfaticos del area de inflamacién se bloguean con coagulos de fibrinégeno, de forma que
el fquido apenas puede pasar a través de los espacios. Este proceso de tabicacion
retrasa la extension de las bacterias o de los productos toxicos. La intensidad del proceso

inflamatorio suele ser proporcional al grado de lesion tisular.
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A los pocos minutos de comenzar la inflamacion, los macréfagos ya presentes en
los tejidos comienzan de inmediato las acciones fagociticas. Cuando se activan por los
productos de la infeccion y de la inflamacion, el primer efecto es un aumento rapido de
tamafio de cada una de estas células. Después, muchos de los macrofagos previamente
sensibles se separan de sus uniones y se hacen maviles, formando la primera linea de

defensa contra la infeccion durante la primera hora mas o menos.

En la primera hora mas o menos del comienzo de la inflamacién, un gran nimero
de neutréfilos empieza a invadir el area inflamada desde la sangre. La causa esta en los
productos de los tejidos inflamados, que inician las siguientes reacciones: 1) alteran la
superficie interna del endotelio capilar, en donde se expresan nuevas moléculas de
adhesion, las cuales causan k adhesién de los neutréfilos a la superficie interna de las
paredes capilares en el area inflamada; este efecto se llama marginacion, 2) hacen que
las células endoteliales de los capilares y de las pequefias vénulas se separen facilmente
formando aberturas suficientemente grandes para que el neutréfilo las atraviese mediante
diapédesis camino de los espacios tisulares y 3) otros productos de la inflamacion

producen la quimiotaxis de los neutrdfilos hacia los tejidos lesionados.

Varias horas después de que la lesion tisular comienza, el area se llena de
neutréfilos, debido a que los neutrdfilos sanguineos son ya células maduras, estan
preparadas para comenzar de inmediato sus funciones de limpieza para destruir bacterias

y eliminar materia extrafa.

También en la primeras horas del comienzo de la inflamacién aguda intensa, el
numero de neutréfilos en la sangre circulante a veces aumenta cuatro a cinco veces:
desde lo normal de 4000 a 5000 neutréfilos por microlitro a 15 000 a 25 000. A esto se le
llama neutrofilia, que significa aumento de neutréfilos en la sangre. La neutrofilia esta
producida por los productos de la inflamacion que entran en el torrente sanguineo
(particularmente algunas citocinas producidas por los macréfagos activos), que después
son transportados a la médula ésea y alli actian sobre las células precursoras de los
leucocitos, sobre los capilares medulares y sobre los neutr6filos almacenados para
movilizarlos de inmediato hacia la sangre circulante. Esto hace que haya mas neutréfilos

disponibles para el area de tejido inflamado.
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Junto a la invasién de los neutrdfilos, los monocitos de la sangre también pasan al
espacio intersticial y entran en el tejido inflamado y aumentan de tamafio hasta
convertirse en macrofagos. El numero de monocitos en la sangre circulante es escasa, la
reserva almacenada de monocitos en la médula 6sea es mucho menor que la de
neutréfilos. Por tanto la acumulacién de macréfagos en el area de tejido inflamada es
mucho menor que la de neutréfilos. Después de invadir el tejido inflamado, los monocitos
son todavia células inmaduras que necesitan 8 0 més horas para aumentar de tamafio y
sintetizar cantidades elevadas de enzimas proteasas que transportan hacia los lisosomas;
solo después de ello adquiere su total capacidad para la fagocitosis. Tras varios dias o
semanas, a medida que se prolonga la respuesta inflamatoria, los macréfagos llegan a
dominar finalmente las células fagociticas del area inflamada a causa de una produccion
muy elevada de ellos en la médula 6sea. Los macréfagos pueden fagocitar muchas mas
bacterias y particulas mucho mas grandes que los neutréfilos, entre ellos los propios
neutrdéfilos y grandes cantidades de tejido necrético.

La cuarta linea de defensa es una produccién muy aumentada de granulocitos y
de monocitos en la médula 6sea. Esto es el resultado de la estimulacion de las células
progenitoras granulociticas y monoctiticas de la médula. Sin embargo, los granulocitos y
monocitos formados, tardan de 3 a 4 dias en alcanzar el estadio de abandonar la médula
Osea. Si el estimulo del tejido inflamatorio continda, la médula O0sea puede seguir
produciendo estas células en cantidades enormes durante meses e incluso afos, a veces
con una produccién de 20 a 50 veces mas de lo normal y las consecuencias serian un
proceso inflamatorio crénico.

Para estimular el inicio y el desarrollo de la respuesta de macréfagos-neutréfilos en
el sitio de la inflamacion, existen cinco factores solubles que actian como pro-
inflamatorios: 1) el factor de necrosis tumoral (TNF); 2) la interleucina-1 (IL-1); 3) el factor
estimulante de colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF); 4) el factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF) y 5) el factor estimulante de colonias de monocitos (M-
CSF).

Los factores pro-inflamatorios los forman activamente los macréfagos y las células

T en los tejidos inflamados. La causa de la produccion aumentada de granulocitos y

monocitos en la medula 6sea son, principalmente, los tres factores estimulantes de
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colonias, uno de los cuales, el GM-CSF, estimula tanto la produccion de granulocitos
como la de monocitos, y los otros dos, el GCSF y el M-CSF, la produccion de
granulocitos y monocitos, respectivamente. Esta combinacion de TNF, IL-1 y los factores
estimulantes de colonias, junto a otros factores importantes, proporciona un poderoso
mecanismo de retroalimentacion positiva que comienza con la inflamacién del tejido, sigue
después con un aumento en la formacion de leucocitos defensivos y finalmente con la

eliminacion de la causa de la inflamacion.

En la inflamacion intervienen de manera esencial diversos tipos de células. Las
mas importantes al inicio son las células endoteliales, las cuales se activan y aumentan la
expresion sobre su membrana de diversas moléculas de adhesién celular (CAM) que
incluyen selectinas E, la molécula 1 de adhesién intracelular (ICAM-1), la molécula 1 de
adhesion de células vasculares (VCAM-1) y las b-integrinas leucociticas en la adhesion de
leucocitos, plaquetas y células de endotelio en los sitios de inflamacion. Las células
endoteliales activadas intervienen en forma fundamental para precondicionar y orientar a
las células circulantes hacia los sitios de la inflamacion. Esto se logra al aumentar la
adhesién de las células circulantes al endotelio y hacer més lento su "rodamiento” sobre
la superficie endotelial. La expresion de diversas moléculas de adhesion varia segun los

tipos celulares que intervienen en la respuesta inflamatoria.

El reclutamiento de células de la inflamacion en sitios de lesion incluye las
interacciones concertadas de algunos tipos de mediadores solubles. Dichos mediadores
incluyen el subcomponente C5a de complemento, el factor activador de plaquetas (PAF) y
el leucotrieno Bs, todos ellos agonistas quimiotacticos. Otras citocinas intervienen de
forma esencial para concertar el proceso inflamatorio y en particular la interleucina 1 (IL-1)
y el factor de necrosis tumoral (TNF). La IL-1 y el TNF provienen de mononucleares y
macrofagos e inducen la expresion de los productos de varios genes, lo cual facilita y/o
incrementa los fendémenos inflamatorios. Ademas, hay que tomar en cuenta la
participacion de los factores de crecimiento (como el factor estimulante de colonias de
granulocitos/macrofagos; GM-CSF) y otras citocinas, como la IL-8 y citocinas
quimiotacticas similares (quimocinas), que también estimulan la infiltracion y activacion de
neutréfilos. La concentracion plasmética de IL-1 aumenta en sujetos con algunos
procesos inflamatorios. La IL-1 y el TNF producen muchas de las mismas respuestas

inflamatorias que incluyen induccion de fiebre, suefio y anorexia; movilizacion y activacion
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de polimorfonucleares; induccion de las enzimas ciclooxigenasa y lipooxigenasa;

activacion de linfocitos B y T, estimulacion de la produccion de otras citocinas.

Existe un antagonista natural de los receptores de la interleucina 1 (IL-1ra), el cual
a menudo alcanza concentraciones altas en sujetos con diversas infecciones o cuadros
inflamatorios. El equilibrio entre IL-1 e IL-1ra tal vez contribuya a la magnitud de la
respuesta inflamatoria.

Otras citocinas y factores de crecimiento (como IL-2, IL-6, IL-8 y GM-CSF)
contribuyen a la aparicién de manifestaciones de respuesta inflam atoria.

La histamina fue una de los primeros mediadores del proceso inflamatorio que
fueron identificados. ElI PAF también interviene como mediador importante de la

inflamacion. Son vasodilatadores.

Durante el proceso inflamatorio la bradicina liberada a partir del fibrindgeno
plasmatico y de citocinas como TNFa, IL-1 e IL-8, al parecer tienen particular importancia

en la produccién del dolor; dichos agentes liberan prostaglandinas y tal vez otros
mediadores que estimulan la hiperalgesia. Los neuropéptidos, como la sustancia P (SP) y
el péptido producido por el gen de calcitonina, también intervienen en la produccién del
dolor.

La PGE,, al aumentar la cantidad de AMPc, estimula al hipotalamo para elevar la

temperatura corporal. Los NSAID suprimen esta respuesta al inhibir la sintesis de PGE..

A continuacion se mencionan las caracteristicas de los principales mediadores
humorales y celulares que participan en de la respuesta inflamatoria.

1.8.2 MEDIADORES HUMORALES.

Bajo este concepto se incluyen un amplio grupo de sistemas enziméaticos, péptidos
y otras sustancias plasmaticas con efectos e interacciones mdultiples.
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Inflamacién: Mediadores Humorales

Factor de Hageman Cininas
Histamina Serotonina
Complemento Derivados del acido araquidonico
Factor activador plaquetario Proteasas
Radicales libres Oxido Nitrico
Moléculas de adhesion Inmunoglobulinas
Citocinas Neuropeptidos

Factor de Hageman o factor del sistema de la coagulacién Xll: es una
b- globulina que se activa por mltiples estimulos (particularmente por las lesiones o la
muerte de los tejidos corporales) y que, a su vez, estimula la activacién de otros sistemas
gue intervienen en la inflamacién. Entre sus acciones principales cabe citar:
vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular, liberacion de prostaglandinas,
guimiotaxis sobre neutrofilos y monocitos, activacion del complemento, activaciéon del
propio factor Hageman, activacion de la plasmina. Entre los inhibidores del factor

Hageman hay que citar al inhibidor del G activado y en menor proporcion, a la a,

antitripsina y la antitrombina Ill.

Cininas: son péptidos de bajo peso molecular. La activacion de las cininas se
produce por medio del factor Xl activado. La plasmina (sistema de fibrindlisis), la
trombina (sistema de coagulacion) y la tripsina son también activadores del sistema de las
cininas. El mayor inhibidor de la calicreina plasméatica es el inhibidor de C,. La a,
macroglobulina y, en menor grado, la antitrombina Ill también la inhiben. Como acciones
propias de las cininas cabe destacar: vasodilatacién, aumento de la permeabilidad
vascular, hipotension, dolor, interaccion con terminaciones nerviosas, quimiotaxis,
activacion del complemento por la via clasica, transformacion del plasminégeno en

plasmina, liberacion de prostaglandinas.

Histamina: procede de la descarboxilaciéon de la histidina. Es una amina
sintetizada y almacenada en la mayor parte de los tejidos en forma de depdsitos
intracelulares en basofilos, mastocitos y plaguetas. Entre los estimulos que provocan su
liberacion hay que citar la IgE, que induce la desgranulacién de baséfilos y mastocitos; el
PAF que libera histamina desde las plaquetas, la plasmina y las enzimas
polimorfonucleares que liberan histamina. En cuanto a su papel en la inflamacién sus
efectos son mediados por dos tipos de receptores: H y H, cuya estimulacion produce
segun el tejido en donde se encuentren: aumento en la permeabilidad vascular, inhibicion
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de la quimiotaxis y de la liberaciébn de enzimas lisosomales de neutrdéfilos, modula la
quimiotaxis de eosindfilos, modula la proliferaciéon de linfocinas, bloquea diversas
funciones de los linfocitos T. La histamina, aunque producida por células del sistema
inmune, es un neurotransmisor importante y una gran parte de sus receptores se

encuentran en el cerebro. Los antihistaminicos por lo general producen somnolencia.

Serotonina: es otro neurotransmisor que se sintetiza a partir del triptofano,
almacenandose en las células enterocromafines de la mucosa digestiva, sistema nervioso
y en los granulos densos de las plaquetas. La presencia de inmunocomplejos del sistema
de la coagulacion liberan serotonina de las plaquetas. En la inflamacién, la serotonina
interviene en las siguientes acciones: induce la produccién de un factor quimiotactico para
monocitos, aumenta el niumero de fibroblastos y la sintesis de colageno, causa activacion
y agregacion plaquetaria.

Complemento: es un conjunto de moléculas séricas implicadas en el inicio y el
control de la inflamacién, la eliminacion de inmunocomplejos, la presentacion de
antigenos, la lisis de microorganismaos patégenos y la fagocitosis de células sensibilizadas
por anticuerpos. Lo componen aproximadamente 20 proteinas plasmaticas que participan
tanto en la activacion como en la regulacion del sistema. Los componentes clsicos son 9
y se identifican con la letra C y con un numero a continuacion (C1, C2, C3, etc.). Los
factores que participan en la activacién y el control de la via alternativa se designan con
una letra mayuscula que puede ser B, D, P (properdina), H e . Una raya sobre una letra o
u nimero, como en D, indican una proteina enzimaticamente activa. Cuando se trata de
nombrar los fragmentos producidos por & ruptura enzimatica de los componentes se
utilizan subfijos con letras mindsculas, por ejemplo, C3a, C3b. La activacion se produce
por una secuencia de cascada. Se pueden distinguir tres subsistemas: hay tres vias de
activacion, la clasica, la alternativa, y de la manosa una secuencia efectora final comuin
C3-Co.

Via clasica consta de tres componentes principales: C1, C2 y C4. El C1 se
compone a su vez de tres glucoproteinas: C1q, C1r y Cls, unidas en un complejo calcio
dependiente. La activacién del C1 se produce por la formaciéon de inmunocomplejos,

después de la union de antigenos con las inmunoglobulinas IgG e IgM.
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Via alternativa: consta de tres componentes protéicos: B. D y properdinas (P), a
los que hay que afadir dos proteinas: H e I, que inactivan al C3b. La via alterna se activa
por polisacaridos, endotoxinas bacterianas, plasmina e inmunoglobulinas.

Las acciones mediadas por el sistema del complemento en la inflamacion se

pueden resumir en:

Acciones vasculares. C4a y C2b producen aumento de la permeabilidad vascular;
C3a y Cba son anafilotoxinas que liberan histamina de baséfilos y mastocitos y serotonina
de plaguetas, con la consiguiente vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular.

Interacciones celulares. Actividad quimiotactica C3a, C5aC3bBb. C3a inhibe las
respuestas celulares de los linfocitos B. La secuencia terminal del complemento C5b-C9

produce citolisis osmotica.

Derivados del acido araquidénico. El acido araquidénico se encuentra formando
parte de los fosfolipidos de las membranas celulares de los mamiferos. El acido
araquidonico es liberado en respuesta a ciertos estimulos que activan las fosfolipasas de
la membrana celular. Sobre el acido araquidénico libre actian dos vias enzimaticas que
dan origen a distintos productos, son las vias de las ciclooxigenasas (prostaglandinas y
tromboxanos) y la via de la lipooxigenasa (leucotrienos).

| FOSPOLIPIDOS (memnbrans colalar) |
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Formacion de prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos
(Tomado de Gijon Bafios J. Inflamacién y dolor. Conceptos basicos. Grupo AulaM édica 1997 Pp. 1-18)
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Via de la Ciclooxigenasa. La accion de la Ciclooxigenasa (COX) sobre el acido
araquidoénico da lugar a la formacion de endoperoéxidos, prostaglandinas, tromboxanos y
prostaciclinas. Se conocen dos tipos de Ciclooxigenasa: una enzima constitutiva, que se
encuentra en todas las células (Cox-1), y una enzima inducible por la accién de diversas
sustancias proinflamatorias (Cox-2). La conversién del acido araquidénico a prostanoides
estd mediada por unas reacciones catalizadas por ciclooxigenasas ( Cox-1y Cox-2 que
estan codificadas por dos Unicos genes, localizados en diferentes cromosomas. Como ya
se menciond, Cox-1 es generalmente expresado constitutivamente, mientras que la
expresion de Cox-2 es altamente inducible. Basado en sus respectivos mados de
expresion, se cree que Cox-1 esta involucrado primariamente en la homeostasis celular
mientras que Cox-2 juega un papel mayor en la inflamacion y mitogénesis. Una vez
iniciada la sintesis por la Cox-1/Cox-2, el tipo de prostaglandina producida dependera de
la isomerasa que posea cada tejido.

En la actualidad se estan ensayando nuevos farmacos antiinflamatorios que sean
capaces de discriminar entre estos dos mecanismos enzimaticos con el objetivo de inhibir
la COX2 sin perturbar las acciones fisiolégicas de la Gox-1. Todos estos compuestos

nuevos tienen complejos y variados efectos sobre la respuesta inflamatoria.
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Al analizar la via de la ciclooxigenasa, se puede observar que sus productos tienen
acciones muy importantes relacionadas con la respuesta inflamatoria. La mayoria de los
productos que se forman por la actividad de esta enzima produce vasodilatacion (PGE,,
PGE;, PGD. y PGb); la PGF. y el Tromboxano A, en cambio, son vasoconstrictores; este
ultimo a su vez induce agregacion plaquetaria, mientras que la PGk inhibe su agregacion.
Las prostaglandinas producen en general quimiotaxis sobre polimorfonucleares y
macrofagos. La PGE, y la PGl inhiben o disminuyen las respuestas de los linfocitos T.
PGE, es conocida por suprimir la proliferacion de células T y la produccion de IL-2 en
muchas condiciones inflamatorias. El tratamiento de animales inyectados, @n un
bloqueador de sintesis de PGE, (indometacina) evita la disminuciéon de NFAT y AP-1
unido a secuencias de IL-2.

‘ VIA DE LA CICLOOXIGEN ASA ‘

Estimule fisi Estirule infl amaterio
Co¥-1 CioH-2
Censtitutiva Inducible
PGEIE l
TEAZ endotelio PGEZ b
plaguatas esthmago rifién

‘ Acaones fisiolégicas |

Via de la ciclooxigenasa: acciones fisioldgicas e inflamatorias mediadas por COX1y COX2.
(Tomado de Gijon Bafios J. Inflamacion y dolor. Conceptos basicos. Grupo Aula M édica 1997 Pp. 1-18)

Via de la Lipooxigenasa. El acido araquidonico puede ser también substrato de
diferentes lipooxigenasas, produciendo una amplia variedad de sustancias biolégicamente
activas. La enzima mas importante es la 5-Lipooxigenasa, que se encuentra
exclusivamente en neutréfilos, macrofagos, células cebadas y eosinéfilos, y que produce
Leucotrienos (LTs), que son mediadores de la respuesta inflamatoria aguda y de
numerosas reacciones de hipersensibilidad. Los leucotrienos LTBa4, LTC4, LTD. y LTE.
aumentan la permeabilidad vascular, producen vaso y broncoconstriccion, incrementan la
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guimiotaxis y la adhesion de polimorfonucleares y macréfagos. LTB, también inhibe a los
linfocitos T

En adicion al papel directo de los prostanoides como mediadores de la
inflamacion, PGs y LTs también modulan las funciones de linfocitos. Por ejemplo, los
eicosanoides estan involucrados en la seleccion negativa y positiva de los timocitos CD4"
y CD8" y ademas influyeron el balance entre CD4/CD8 (+). PGE, y LTs inhiben la
apoptosis de timocitos mientras que el Tromboxano A, promueve la apoptosis via PGE ,,
influenciando asi el proceso de selecciéon. La funcién de las células B también es
afectada por eicosanoides por medio de seleccién diferencial de linfocitos B maduros
contra inmaduros; PGE; inhibe la funcién de linfocitos B maduros, ya que ésta induce la
apoptosis en células B inmaduras.

Los eicosaniodes incrementan la habilidad de las células T para migrar a través de
la membrana por estimulacidon quimiotactica y por incremento en su produccion de

metaloproteinas, las cuales estan involucradas en la degeneracion de la membrana.

Factor activador de plaquetas (PAF): es un fosfolipido que se encuentra en
diferentes células, entre las que cabe citar neutrdfilos, baséfilos, macréfagos y plaquetas.
En la respuesta inflamatoria produce: agregacién plaquetaria, liberacién de serotonina y
prostaglandinas desde las plaquetas, quimiotaxis de neutréfilos y macréfagos,
degranulacion de neutrdéfilos, aumento de permeabilidad vascular, expresién de moléculas
de adhesion sobre el endotelio.

Proteasas: Las proteasas son mediadores importantes de la degradacién de la

matriz extracelular en el proceso inflamatorio. Existen cuatro tipos de proteasas:. dos
activas a pH acido (aspartatoproteasas y cisteinproteasas) y otras dos a pH neutro
(serinproteasas y metaloproteasas). Estas proteasas se encuentran en los lisosomas de

neutréfilos, monocitos, macréfagos, endotelio vascular y fibroblastos entre otras células.
Aspartatoproteasas: la principal proteasa de este grupo es la catapepsina D, que

se encuentra en el interior de los lisosomas de la mayoria de las células. En condiciones

inflamatorias se puede secretar al medio extracelular.
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Cisteinproteasas: pertenecen a las proteasas acidas. Entre ellas cabe destacar la
catapepsina B, la catapepsina L y la catapepsina N son enzimas fundamentalmente
lisosomales que pueden ser liberadas al medio extracelular.

Serinproteasas: forman parte de las proteasa activas en pH neutro. Las
serinproteasas son enzimas que actldan sobre gran parte de las proteinas de la
coagulacion y de la fibrinolisis, sistemas de complemento y cininas. Son serinproteasas la
plasmina, el activador del plasmindgeno, la trombina, la calicreina, el Cls y el Clr. La
mayor parte de ellas se encuentran en el medio extracelular, en la superficie celular o
almacenadas en vacuolas intracelulares.

Metaloproteasas: son proteasa neutras, dependientes del zinc para ejercer su
actividad. Entre las principales metaloproteasas hay que citar diversas colagenasas, la

estromelisina, las gelatinasas A y B, la metaloelastasa y la metrilisina.

Inhibidores de las proteasas: son moduladores de la actividad de las proteasas.
Las metaloproteasas son inhibidas por la a,-macroglobulina y por el inhibidor tisular de la

proteasaly 2, TIMP-1yTIMP-2.

Todas estas enzimas participan en la inflamacién actuando sobre los sistemas del
complemento, coagulacién, fibrinolisis, cininas y por su papel central en los procesos de
degradacion de la matriz extracelular.

Radicales libres: En la inflamacion se producen derivados oxigenados altamente
reactivos: anion de superoxido (O,)’, peréxido de hidrégeno (H,O.,), radical hidroxilo (OH)
y oxigeno nativo [O]. Los fagocitos polimorfonucleares y los macréfagos producen estos
compuestos al ser activados por particulas fagocitables, inmunocomplejos, C3b, C5a y
otros estimulos. La activacion del metabolismo oxidativo de la membrana celular produce
la reduccién del oxigeno por medio de la NADPH oxidasa, con formacion del radical libre
anion superoxido Q. Este bajo la accion de la superoxido dismutasa, se convierte en
H,O,, que en presencia de mieloperoxidasas posee una potente actividad microbicida y
de toxicidad tisular potencial. Finalmente, la glutation peroxidasa y la catalasa
transforman el H:O: en H.O. Las acciones de los radicales libres en la inflamacion son:
actividad microbicida sobre virus, bacterias, hongos, protozoos y parasitos, generacion de
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derivados del acido araquidénico, activacion de las colagenasas y gelatinasas
leucocitarias.

Oxido nitrico (NO): Es una molécula altamente reactiva. Se sintetiza a partir del
aminoacido arginina por la oOxido nitrico sintasa; esta enzima se encuentra
fisiolégicamente en ciertos tejidos y el aumento en su sintesis puede ser estimulada por
varios agentes (como las endotoxinas de las enterobacterias) y por procesos de
activacion celular como los que ocurren en la inflamacién. Las principales acciones del
NO en la inflamacién son la vasodilatacion, inhibicibn de la agregacion plaquetaria,
inhibicion de la produccion de aniones superéxido por el neutrdfilo, inhibicion de la
proliferacion de las células T, citotoxicidad, tanto para las células normales como para las
tumorales y para los microorganismos, dafio tisular.

Moléculas de adhesién: La migracion leucocitaria esta controlada por moléculas
de adhesion que controlan el movimiento de los linfocitos entre los tejidos linfoides y la
migracién de linfocitos, neutréfilos y monocitos a través del endotelio de los capilares
hacia los focos inflamatorios. Las moléculas de adhesion pertenecen a diferentes grupos
estructurales. Algunas son constitutivas de las células como la integrina y € CR3 de
neutréfilos y macréfagos, mientras que otras deben ser inducidas por citocinas o por
activacion celular, como es el caso de ICAM-1 en endotelio y leucocitos. Los principales
grupos que integran las moléculas de adhesion son:

Integrinas: son receptores de membrana que estan formados por dos cadenas
peptidicas, una a y otra bque atraviesan la membrana. Se fijan, habitualmente, a
ligandos cuya secuencia terminal es Arg-Gli-Asp. A este grupo pertenecen la LFA-1 que
se localiza en leucocitos y aum entan su adhesion; el CR3 (receptor para componentes del
sistema complemento) presente en macréfagos y neutréfilos, que favorece la
opsonizacion y la migracion de neutréfilos, y el CR4, presente en macréfagos y que
favorece la opsonizacion. Otras integrinas importantes son las VLA (Very Late Antigens)
gue se caracterizan por aparecer de forma tardia en las células T activadas.

Selectinas: Incluyen entre otras moléculas a GMP-140; que se localiza en el

endotelio, los neutréfilos y las plaquetas y participa en la inflamacion aguda, en la
migracion de neutréfilos y en la adhesion plaquetaria. ELAM (molécula de adhesién
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leucocitaria a endotelio) se localiza en el endotelio y participa en la migracion de
neutrofilos. La expresion de la selectina E se limita mas bien a las células endoteliales y
aumenta su cantidad en los sitios de inflamacion. La selectina P, en cambio se expresa

mas en plaguetas y células endoteliales y su accion es intensificada por citocinas.

Moléculas de adhesion intercelular: Pertenecen a este grupo ICAM-1, ICAM-2 'y
VCAM, gue pertenecen a las superfamilia de las inmunoglobulinas. ICAM-1 se localiza en
endotelio y leucocitos y aumenta la adhesion intercelular. ICAM-2 se expresa en endotelio
aumentando la adhesién endotelial; ICAM-1 e ICAM-2 presentan la misma secuencia N-
terminal y se ligan a LFA-1. VCAM aparece en el endotelio; su ligando es VLA4 y su
funcion es la interaccién con linfocitos.

Adhesinas. Son moléculas de una cadena Unica localizadas en endotelio que

conferirian especificidad tisular en la migracion celular.

Los antiinflamatorios no esteroides pueden inhibir la expresién o actividad de
algunas de estas moléculas de adherencia celular.

Inmunoglobulinas. Son proteinas especificas sintetizadas por las células
plasméticas en respuesta a un antigeno determinado. Estan constituidas por dos
cadenas ligeras y dos pesadas, unidas por fuerzas covalentes y puentes disulfuro. Las
cadenas pesadas permiten distinguir cinco tipos de inmunoglobulinas (Ig): 1gG (dos
cadenas @), IgM (dos cadenas m, IgA (dos cadenas a), IgD (dos cadenas d) e IgE (dos
cadenas e). A su vez pequefias variaciones dentro de la estructura de estas cadenas
pesadas permiten distinguir varias subclases de inmunoglobulinas. Teniendo en cuenta la
secuencia de aminoacidos, cabe distinguir tanto en las cadenas ligeras como en las
pesadas una parte variable, la porcion Fab, que es diferente en cada inmunoglobulina y
es la responsable de la unién especifica a un antigeno concreto, y otra constante, la
porcién Fc, que es la que es capaz de interactuar con diferentes células del sistema
inmunolégico o del sistema del complemento. Existe una gran cantidad de moléculas que
tienen dominios (60-100 aminoacidos) similares u homélogos a los dominios de las
inmunoglobulinas. Todas ellas forman la superfamilia de las inmunoglobulinas. En esta
familia se incluyen las ICAM y las VLAM, que son moléculas de adhesion intercelular.
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Funciones en la inflamacion. Las inmunoglobulinas reconocen antigenos
especificos, lo cual puede producir las siguientes reacciones: los inmunocomplejos
producen activacion del PAF, producen lesiones sobre las membranas celulares con lo
gue activan a las fosfolipasas e inducen la liberacién de derivados del acido araquiddnico,
al formar inmunocomplejos, las inmunoglobulinas activan el sistema del complemento, la
IgG y la IgM fijan el complemento, con lo que pueden desempefiar una actividad citolitica
directa, favorecen la opsonizacién y la fagocitosis del antigeno, la IgM y la IgD expresadas
en la superficie de los linfocitos B desempefian una papel primordial en el reconocimiento
de antigenos, las IgE unidas a baséfilos y mastocitos sensibilizan estas células de forma
qgue, cuando encuentran el antigeno especfico, liberan sus mediadores inflamatorios,
facilitan la citotoxicidad de las células T y de las células NK.

Citocinas. Son proteinas o glucoproteinas solubles, de bajo peso molecular. Se
originan fundamentalmente en linfocitos T, linfocitos B, macréfagos vy fibroblastos. Son
moléculas mediadoras de procesos biolégicos normales. Las citocinas inflamatorias son
moléculas que participan en la induccién y/o modulacion o en la resolucion de las
reacciones inflamatorias. Se han dividido en dos grandes grupos: las pro- y las anti-
inflamatorias; sin embargo, una misma citocina puede tener una u otra actividad segun la
serie de circunstancias por ejemplo, la IL-6 se clasifica en una y otra familia porque esta
molécula se produce en exceso cada vez que se estimulan los macréfagos y otras células
y sus receptores especificos se encuentran repartidos en las células de numerosos

tejidos.

Entre sus funciones fisioldgicas se incluyen la estimulacion del crecimiento y la
diferenciacion de las células hematopoyéticas, linfoides y/o mieloides. Sus acciones se
realizan mediante su unién a receptores especificos de membrana en las células diana,
gue ponen en marcha las vias de segundos mensajeros u Otros mecanismos
intracelulares. La lista de citocinas es muy numerosa en la actualidad y se incrementa dia
a dia conforme se profundiza en su conocimiento; sus acciones son muy variadas y segun
sus funciones se les puede clasificar en:

Factores estimulantes de colonias (CSF) entre los que se incluyen el GM-CSF

(CSF de granulocitos y monolitos), la IL-3 (interleucina 3), la eritropoyetina, etc.
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Factores de crecimiento y diferenciacion, que incluye el TGF-b (factor
transformador del crecimiento b), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) y NGF

(Factor de crecimiento epidérmico), G-CSF, M-CSF. GM-CSF.

Citocinas inmunoreguladoras comprenden las interleucinas 2, 4, 5, 7, 9, 10, 11y el
INF-g (interferdn g)

Citocinas proinflamatorias que engloban al TNF-a (factor de necrosis tumoral) y a
las interleucinas 1, 6 y 8. Esta clasificacion funcional es un tanto arbitraria, aunado a que
ciertas citocinas presentan acciones que se interrelacionan con las de otros grupos. El
papel de las citocinas en la inflamacion: IL-1 induce la producciéon de PGE , en una amplia
variedad de células; es un factor quimiotactico para neutréfilos, monocitos y linfocitos. El
TNF- a produce fiebre, la induccién de produccion de colagenasa y prostaglandinas; la IL-
6 potencia la sintesis de inmunoglobulinas por los linfocitos B. La IL-8 es un potente factor
guimiotactico para los neutréfilos, genera radicales libres y la liberacion de enzimas
lisosomales. Dos prototipicas citocinas inflamatorias que son potentes inductores de la
sintesis de prostanoides son: 1L-1b y TNF-a e IL-6 son producidas y secretadas por
linfocitos y monocitos, asi como tejidos no linfoides, en respuesta a una variedad de

estimulos.

Las citocinas que caracterizan las respuestas inflamatorias del sistema inmune
también hacen falta durante el desarrollo embrionario, por lo que cualquier incremento o
deficiencia en la sintesis de las citocinas inflamatorias durante el embarazo representa un
riesgo potencial que puede repercutir sobre las funciones del sistema nervioso central,

después del nacimiento.

Neuropéptidos: Son péptidos liberados desde las terminaciones nerviosas que
participan en la transmisién de sefales entre distintas células del SNC. Muchos de estos
neuropéptidos liberados desde fibras sensitivas o autbnomas, participan en el proceso
inflamatorio. Entre los neuropéptidos implicados en la inflamacion cabe citar: sustancia P
(SP), neurocininas A y B, somastotina.

Ademas de sus numerosas funciones durante el desarrollo y el funcionamiento del

sistema nervioso central, estas sustancias también inducen cambios en el tono y
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permeabilidad vascular, activan los neutréfilos humanos, estimulan la proliferacion de
linfocitos T, producen anticuerpos por los linfocitos B, generan radicales libres, liberan
interleucinas y PGE,. Son un ejemplo notable de las interacciones que existen los
sistemas nervioso e inmune. El efecto que tienen varios neurotransmisores madulando
positiva y/o negativamente la activacion de macréfagos y linfocitos los convierte en
moléculas sumamente importantes en el curso y la resolucibn de la respuesta
inflamatoria.

1.8.3 MEDIADORES CELULARES.

Son muchas las células que participan en la respuesta inflamatoria, con multiples y
variadas acciones e interacciones con el resto de los mediadores de la inflamacion.

Inflamaciéon: Mediadores celulares

Polimorfonucleares
Neutrofilos
Basdfilos y mastocitos
Eosindfilos
Plaquetas
Monocitos y macréfagos
Linfocitos
Células B
Células T
Células nulas

Polimorfonucleares neutréfilos: Son células nucleadas que se forman en la
medula 6sea. En su membrana poseen receptores que se unen a las fracciones del
complemento C3b, C3bi y C5a, asi como a la porcién Fc de las inmunoglobulinas IgG e
IgM. De los tres receptores principales para el Fc, los neutréfilos poseen dos, el FcRIl y el
FcRIll, que muestran alta afinidad para unirse a complejos inmunes Ag-Ac. En la
membrana de estas células también se expresan moléculas de adhesion, entre las que se
encuentran el CR3, el GMP-140 y LFA-1. Los neutréfilos poseen en su citoplasma dos
tipos de granulos morfolégicamente distintos: los primarios o azurdfilos y los secundarios
o especificos que contienen proteasas. Su principal funcién es la fagocitosis y la
destruccion de los microorganismos, pero participan asi mismo de forma activa en
multiples acontecimientos de la inflamacién aguda y crénica entre las que cabe citar:
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fagocitosis, amplificacion del proceso infamatorio (generacion de radicales libres,

liberacion de proteasas, produccion de derivados del acido araquiddnico)

Polimorfonucleares basoéfilos y mastocitos: Son células nucleares que tiene su
origen en la médula 6sea. En su citoplasma presentan granulos baséfilos que, ante
ciertos estimulos, pueden vaciar su contenido al exterior de la célula. Esto sucede
generalmente a través de un mecanismo mediado por el depésito sobre su membrana de
complejos inmunes en donde bs anticuerpos son IgE. En la inflamacién intervienen a
través de la accion de sus mediadores; estos son de dos tipos: unos, formados con
anterioridad al proceso inflamatorio y que se encuentran almacenados en el interior de los
granulos citoplasmicos (histamina, heparina, etc.), y otros que se forman en el curso de la
activacion celular (PG, PAF, SRS-A, etc.). Sus principales acciones en la inflamacién son:
vasodilatacion, aumento en la permeabilidad vascular, quimotaxis, activacion plaquetaria,
modulacibn de la funcidon de monocitos. Las sustancias que liberan los basofilos salen

directamente hacia la sangre, a diferencia de los mediadores pro-inflamatorios que liberan
las células cebadas.

Polimorfonucleares eosinofilos: Se originan en la médula 6sea. En sus
granulos contienen distintas proteinas. Tienen receptores para las inmunoglobulinas IgG,
IgE e IgA. Expresan también receptores para citocinas. Desarrollan un papel primordial
en la defensa frente a pardsitos. En la inflamacién intervienen en: Iberacion de PAF,
liberacién de prostaglandinas, leucotrienos y proteinas del complemento, liberaciéon de
mediadores por otras células, dafio tisular. Su nimero y su acumulacion en los érganos

de choque aumenta en el curso de las reacciones inflamatorias de naturaleza alérgica.

Plaquetas: Las plaquetas derivan de los megacariocitos de la médula 6sea, son
fragmentos celulares anucleados. La activacién de las plaquetas en los puntos de
inflamacion o lesion tisular tienen lugar mediante estimulos como la trombina, el colageno,
los derivados del acido araquidénico. Las plaquetas participan fundamentalmente en la
hemostasis, las respuestas celulares a la agresién y la cicatrizacion de las heridas. Su
funcién en la inflamacién es la hemostasis y la liberacion de mediadores (aminas
vasoactivas como la serotonina y los derivados del acido araquidénico como el

tromboxano 12-hidroxitetraenoico (12-HETE)), asi como factores de la coagulacion.
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Monocitos y macréfagos: Los monocitos son células que se forman en la médula
Osea y tras un paso intermedio por la sangre alcanzan los tejidos donde se convierten en
macréfagos. En su membrana expresan multiples receptores. Secretan mdultiples
mediadores del proceso inflamatorio: citocinas (IL-1, IL-6 TNF), factores de coagulacion
(V, VI, IX, X), tromboplastina, inhibidores del activador de plasmindgeno y de la plasmina,
componentes del complemento, proteasas. Los macréfagos son fundamentales en la
respuesta inflamatoria, en la que, ademas de su importante papel en la liberacién de
mediadores inflamatorios, son basicos en la presentacion de antigenos, secrecion de
citocinas y modulacién de la funcion de células T y B. Su participacién en la inflamacion
es: actividad fagocitica, amplificacion de proceso inflamatorio mediante la liberacion de:
citocinas, factores de coagulaciéon, componentes del complemento, prostaglandinas y
leucotrienos, radicales libres, 6xido nitrico, proteasas, modulacion de la respuesta inmune,
presentacion de antigenos y lesién tisular. Pero al mismo tiempo, su funcién como
fagocitos ayuda a la eliminacién del tejido dafiado o de los microorganismos invasores, lo

cual contribuye a la resolucion del proceso inflamatorio.

Linfocitos: Son un grupo de células primordiales en el inicio, el desarrollo y el
control de la respuesta inmune. Son las Unicas células del cuerpo que tienen receptores
exclusivos para reconocer antigenos extrafios. Por consiguiente, ellos inician las
respuestas inflamatorias que suceden a continuacion de la penetracion al cuerpo de
sustancias extrafias. Se distinguen dos tipos de linfocitos: las células B encargadas de la
produccién de anticuerpos y las células T con importantes implicaciones en la modulacion
de la respuesta inmunolégica de base celular. Dentro de los linfocitos T se distinguen
varias subpaoblaciones. Unos se denominan “colaboradores” porque llevan a cabo las
funciones moduladoras mencionadas y los otros se llaman “citotdxicos” porque pueden
provocar la muerte, por lisis 0 apoptosis, de otras células del cuerpo.

Células B. Son linfocitos que maduran en la médula 6ésea. Las células B se
encuentran en todos los érganos linfoides, particularmente en los centros germinales de
los ganglios linfaticos y del bazo y en los foliculos linfoides que se acumulan debajo de las
mucosas y en las amigdalas. La estructura caracteristica del linfocito B es el receptor de
antigenos de superficie (BCR) constituido por una inmunoglobulina de membrana unido a
glucoproteinas transmembranales, que tienen la funcién de transmitir al interior celular la

sefial recibida. También expresan sobre la membrana receptores Fc y moléculas de clase
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Il del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Las células B responden al estimulo
antigénico dividiéndose y diferenciandose en células plasmaéticas, las cuales tienen la
funcién de producir anticuerpos. Los linfocitos B también participan en la presentacion de

ciertos antigenos a las células T colaboradoras.

Células T. Las células T son linfocitos originados en la médula 6sea y en el higado
fetal, se desarrollan y diferencian en células T maduras en el timo. En la superficie de
estas células aparecen diversas proteinas que marcan los estadios de maduracion; la
mas caracteristica es la del receptor de antigenos de la célula T (TCR) y diversas
moléculas como el CD2, que esta presente en todos los linfocitos T y participa en la
activacion antigeno inespecifica y, el CD3, que también esta presente en todas las células
T. ElI antigeno CD4 aparece solo en las células T cooperadoras e interactla con
antigenos del CMH de clase Il, mientras que el CD8 aparece en las células T citotOxicas e
interacciona con antigenos del CMH de clase I. Existen diferentes subpoblaciones de

células T.

Células T cooperadoras (“helper”), conocidas también como linfocitos Th. Son
linfocitos CD4+ y reconocen antigenos presentados por las células presentadoras de
antigenos, como las células dendriticas y los macréfagos. Pueden dividirse en dos
categorias, conocidas como Thl y Th2, segin su capacidad de produccion de citocinas
diferentes. Las células Ty, producen IL-2, interferén-g, TNF-b y factor estimulante de
colonias de monocitos y granulocitos (GM-CSF). Estas son citocinas que estimulan la
respuesta celular fagocitica particularmente la de los macréfagos. En cambio, las células
Th2 producen las interleucinas IL-3, IL-4, IL-5. IL-6 e IL-10, las cuales favorecen la division
y diferenciacion de las células B y la produccién de anticuerpos. Las dos paoblaciones de
linfocitos son indispensables para el mantenimiento de la inmunidad. Sin embargo, en
algunas ocasiones participan en reacciones de hipersensibilidad caracterizadas por
reacciones inflamatorias perjudiciales al cuerpo. Asi por ejemplo, las células T,; inducen
respuestas de hipersensibilidad retardada, mientras que las células T, estimulan la
diferenciaciéon de células B y la produccion de anticuerpos y participan, por lo tanto, en las
respuestas de hipersensibilidad inmediata.

Células T citotéxicas. Son células T capaces de destruir células diana infectadas
por virus pardsitos y bacterias o células extrafias que han sido transplantadas. La
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mayoria son células CD8+ y reconocen antigenos de superficie asociados a moléculas del
CMH de clase I.

Células T supresoras. Son células T que inhiben o regulan las acciones de otras
células T y B. si bien la mayoria de estas células expresan marcadores CD8+, también
pueden expresar otros marcadores. Su existencia ha sido discutida.

Células nulas: Son una subpoblacién de linfocitos que no pueden clasificarse
claramente como células colaboradoras o citotoxicas. Expresan algunos de los
marcadores de los linfocitos T y de las células del sistema mononuclear fagocitico.
Tienen una alta proporcién de receptores Fc lo que les permite el reconocimiento y
destruccion de células diana unidas a anticuerpos. Dentro de esta categoria han sido
incluidas las células @nocidas como linfocitos granulares gigantes (LGL), las células

asesinas (células K) y las células asesinas naturales o NK (natural killer)

Segun la localizacion del tejido dafiado o el agente responsable de la lesion, todos
los factores humorales y celulares que se han mencionado pueden participar de una
manera diferente en las reacciones inflamatorias. Estas variaciones pueden influir para
gue sea distinta la evolucion de la respuesta. Por otra parte, segin su duracion la
inflam acion puede ser dividida en aguda o cronica.

184 INFLAMACION AGUDA.

La inflamacién es el proceso de respuesta a una lesion tisular sin importar la causa
y precede a la curacion del tejido. Es una respuesta inespecifica de un organismo vivo
ante un estimulo lesivo o flogégeno, en la que la exudacién plasmatica y la vasodilatacion
son intensas, con la consiguiente clinica de tumefaccion local, enrojecimiento, aumento de
temperatura, dolor e impotencia funcional. Las caracteristicas de su fase aguda son (1)
movilizacién y activacion de leucocitos; (2) vasodilatacion regional que permite un flujo
sanguineo mayor en la cercania del tejido afectado; (3) contraccion del musculo liso no
vascular y (4) movimiento masivo liquido y constituyentes séricos del compartimiento

vascular al tisular en el area inflamada.
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Esquema de la participaciéon y acciones de los diferentes mediadores en la

inflamacion aguday crénica

(Tomado de Gijon Bafios J. Inflamacién y dolor. Conceptos basicos. Grupo AulaM édica 1997 Pp. 1-18)

En la inflamaciéon aguda se dan una serie de caracteristicas como son: que el

agente desencadenante va a poder ser eliminado, que el neutréfilo es la célula fagocitica

predominante, que las lesiones residuales son minimas y que la respuesta cede al cabo

de un lapso corto. Cualquier estimulo capaz de producir una lesion tisular desencadena

este tipo de inflamacién (antigenos, microorganismos infecciosos, estructuras cristalinas,

traumatismos, agentes fisico o quimicos, complejos inmunes, etc.).

La fase aguda, la cual dura de minutos a varios dias, es caracterizada por

hemodinamia local y cambios microvasculares, acumulacion de leucocitos con adhesion

y trasmigracion, seguida por la activacion y liberacién de productos téxicos. El proceso

entero es regulado por una variedad de mediadores derivados de células. Estos eventos

son estereotipicos de la inflamacion aguda.

En la respuesta inflamatoria aguda se distinguen dos procesos estrechamente

relacionados:
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- Fase vascular en la que desempefian un papel fundamental los mediadores
bioquimicas como el factor Hageman, los procesos de la coagulacion, fibrinolisis y
del sistema de las cininas, aminas vasoactivas como histamina y serotonina, la
activacion del sistema del complemento y de los derivados del acido araquidénico.
La accién de estas sustancias inducen una vasodilatacion con mayor aporte de

sangre al territorio dafiado y un aumento de la permeabilidad vascular.

- Fase celular en la que el polimorfonuclear neutréfilo es el fagocito
predominante. En el caso de que la respuesta inflamatoria aguda sea de
naturaleza alérgica entonces los polimorfonucleares predominantes son los
eosinofilos. Otras células que también pueden participar en esta fase son el
baséfilo y las plaquetas, que actian liberando aminas vasoactivas, enzimas
proteoliticas y derivados del acido araquiddnico entre otros mediadores. La salida
de estas células fuera de los vasos sanguineos y su migracion de hasta el foco
inflamatorio esta dirigida por diferentes moléculas de adhesion como las
selectinas, las mucinas de membrana, las integrinas y diversas moléculas de la
superfamilia de las inmunoglobulinas, expresadas tanto en las superficies de estas
células como en las del endotelio vascular. Una vez que los leucocitos atraviesan
el endotelio, su movilizacién depende de factores quimiotacticos que las ayudan a
eliminar, por fagocitosis, el agente lesivo y los detritus del tejido dafiado. Tras la
eliminacién del agente causal, el infitrado desaparece a la vez que la
neoformacién de vasos sanguineos y kb sintesis de nueva matriz extracelular por

los fibroblastos ayudan a reparan las lesiones tisulares.

185 INFLAMACION CRONICA.

La inflamacién crénica es una consecuencia de que el estimulo flogbgeno no
puede ser eliminado, con lo que el proceso inflamatorio se prolonga. En el curso de la
inflamacion crénica, la reaccién vascular es menos intensa que en la inflamacion agudayy,
en la fase celular, el monocito y los linfocitos son las células primordiales. La inflamacion
cronica general tiende a presentar infiltraciones de macréfagos en las areas afectadas, en
ocasiones mixtas, con varios grados de fibroplasia. Cierta hinchazén, dolor y

particularmente destruccion tisular acompafan a todas las inflamaciones.
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La inflamacion cronica dura mucho mas tiempo y es menos estereotipica. La
infiltracion celular esta compuesta primariamente de linfocitos y macrofagos y es
acompafada por la proliferacion de fibroblastos residentes y el crecimiento de capilares

nuevos.

El estimulo inflamatorio persistente, causa de la inflamacion cronica, es
generalmente una sustancia antigénica (permanencia del antigeno primitivo, autoantigeno
0 neoantigenos) que desencadena una respuesta inmunoldgica. Incluso en los casos de
inflamacién crénica, no inmunolégica, la actividad antiinflamatoria puede desnaturalizar
proteinas enddgenas, provocando la aparicién de neoantigenos que ponen en marcha la
respuesta inmunitaria. Las infecciones crénicas o las lesiones titulares irreversibles (en
las articulaciones por ejemplo) son causas frecuentes de respuestas inflamatorias
prolongadas.

La persistencia de la actividad inflamatoria es la causa de la aparicién de lesiones
en el tejido sano contiguo, en las que juegan un papel fundamental los macréfagos
activados (con la liberacion de proteasa, derivados oxigenados toxicos, agentes

quimiotacticos, hidroperdxidos y leucotrienos)

Se puede definir la inflamacién cronica como una respuesta celular especifica
frente al agente agresor, mediada por el sistema inmunoldégico, por lo que en el infiltrado
inflamatorio predominan macréfagos, linfocitos y células plasmaticas. En cuanto a la
respuesta humoral, que también participa en la inflamacién crénica, proporciona factores
especificos como las inmunoglobulinas y las citocinas, y varios factores inespecificos
(como el sistema complemento) idénticos a los de la inflamacién aguda, algunos de los
cuales modulan la respuesta inmune. Finalmente, la persistencia de la actividad
inflamatoria inevitablemente origina la aparicion de lesiones tisulares residuales.

Existen reacciones inflamatorias como la respuesta de hipersensibilidad de tipo
retardada, en la cual predominan linfocitos y macréfagos, con una escasa acumulacion de
neutrofilos.

En la inflamacion aguda lo mas llamativo es la fase vascular, con la salida de los
neutrofilos polimorfonucleares, mientras que en la inflamacion cronica el primer plano lo
ocupa la respuesta celular.
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En resumen tenemos que, la inflamacion es un mecanismo fisiolégico de
proteccion contra lesiones de tejidos, que restaura el huésped a su estado de salud
previo. En situaciones fisiolgicas, el estimulo que lesiona tejidos desencadena una serie
de fendmenos bioquimicas, inmunoldgicos y celulares que siguen pasos bastante
ordenados, y que culminan en la reparacion tisular y la restauracion de la funcion. Una
vez terminada la cicatrizacién, cesa la respuesta inflamatoria hasta que es
desencadenada de nuevo. La causa original de la inflamacion, en forma directa o por
mediadores (como complejos de antigeno-anticuerpo-complemento) desencadena la
lesion inicial del tejido. El tejido lesionado libera mediadores que desencadenan los
complejos fendmenos celulares y las reacciones bioquimicas que caracterizan la
inflamacion normal. Por lo general, todos ellos dan como resultado la eliminacion de la
causa primaria, seguida por curacidn y recuperacion funcional. Sin embargo, en algunos
casos, aunque sea posible erradicar la causa original, los diversos mediadores de la
inflamacién pueden agravan la lesion tisular inicial y amplifican el dafio producido por tal
causa. Como consecuencia de lo anterior, aparece la inflamacién crénica, que
generalmente ocasiona signos y sintomas de enfermedad, asi como pérdida de alguna
funcion o incapacidad fisica. A causa del dolor que las acompafian y de las
incapacidades que provocan, las reacciones inflamatorias son una causa frecuente de
consulta y en su tratamiento o en la reparacion de sus secuelas se invierten grandes
cantidades de dinero. La industria farmacéutica trabaja en la busqueda de anti-

inflamatorios cada vez mas afectivos y con menos efectos colaterales adversos.
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1.9. Antiinflamatorios no esteroideos (NSAID).

1.10.Indometacina.

19.1 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (NSAID).

Los NSAID forman un conjunto de farmacos anti-inflamatorios que actlan
disminuyendo la actividad enzimética de los factores pro-inflamatorios que se forman
naturalmente en el cuerpo de todas las personas expuestas a agresiones o0 que sufren
lesiones tisulares. Los NSAID forman un grupo heterogéneo que incluye moléculas
aniénicas planares y acidos débiles, con coeficientes de biparticion lipido/H-O altos, que
se insertan en la bicapa lipidica de las membranas plasmaticas, de modo que, en
presencia de procesos inflamatorios, donde el pH tiende a descender, aumentan su poder
de penetracién a través de las membranas.

La mayor parte de los NSAID son acidos organicos que, a diferencia del acido
acetilsalicilico, son inhibidores competitivos reversibles de la actividad de las
ciclooxigenasas, que son enzimas encargadas de la biosintesis de las PGs y otros
autacoides similares.

Los NSAID incluyen la aspirina, los derivados del acido propidnico (ibuprofeno,
naproxeno, etc.), derivados del &cido acético (como indometacina (Indo)) y acidos
enolicos (como el piroxicam), todos los cuales compiten con el acido araquiddnico en el
sitio activo de la ciclooxigenasa.

Al afectar la sintesis de una serie de moléculas que derivan del &cido
araquidonico, los NSAID tienen acciones antiinflamatorias, analgésicas, antipiréticas e
inhibitorias de la agregacion de las plaguetas. Los NSAID disponibles cominmente
vienen de una variedad de clases quimicas. Sus propiedades fisicoquimicas determinan
su distribucién en el cuerpo. Asi por ejemplo, los mas liposolubles penetran en el SNC
mas efectivamente vy, tal vez, tengan grandes efectos centrales. En la forma de acidos
organicos, dichos compuestos casi siempre se absorben adecuadamente después de ser
ingeridos, (tienen una biodisponibilidad al 90%) luego se unen avidamente a las proteinas

plasmaticas (tienen una alta afinidad a la albumina (mas del 95%)) y se excretan por
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filtracion glomerular o secrecion tubular, es decir, por la orina, sin ningin cambio
metabdlico. Los NSAID son absorbidos casi completamente, tiene baja tasa de
depuracion y bajo metabolismo de primer paso. La fraccion libre del farmaco esta
usualmente aumentada en pacientes con hipoalbuminemia y tienen pequefios volumenes
de distribucién, en su mayoria es inferior a 1. Algunos NSAID son eliminados por la bilis,
después de su metabolismo hepatico. Por lo general tienden a desplazar a otros
farmacos que también se unen a la albimina.

Los NSAID se dividen en dos grupos con base en su tiempo de vida media
(eliminacion del plasma y reduccién de su concentracién a la mitad). Primero los que
tienen un tiempo de vida media corta (menos de 6 horas) y, segundo, los que tienen un
tiempo de vida media largo (mas de 10 horas). Por ejemplo, la Indometacina (Indo) tiene
una vida media de 4.6 +/~ 0.7 horas, por consiguiente, esta clasificado dentro de los de

vida media corta.

Los antiinflamatorios no estan sujetos a regulacién por la ley de sustancias
controladas vy, por esta razén, los NSAID se utilizan ampliamente para suprimir dolores y
molestias menores, cefaleas y el malestar general que acompafa a las enfermedades
febriles y los traumatismos, asi como para aliviar los sintomas de la fiebre reumatica, la
osteoartritis, la gota y otros trastornos de las articulaciones y de los musculo esqueléticos.
En lineas generales, estos farmacos son los medicamentos de primera eleccién para el
tratamiento de todas aquellas enfermedades caracterizadas por inflamacion aguda y/o
cronica, lo cual incluye un elevado numero de padecimientos, desde la arteriosclerosis
hasta la enfermedad de Alzheimer. De alli que sus \entas son enormes y tienden a

elevarse cada afio mas, a pesar de los efectos indeseables que todos ellos tienen.

192 MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTINFLAMATORIOS NO
ESTEROIDES

Smith y Willis® comprobaron que las concentraciones pequefias de aspirina e

indometacina inhibian la produccién enzimatica de prostaglandinas. Los antiinflamatorios
de esta categoria inhiben la formacion de eicosanoides, como los Leucotrienos que
también contribuyen a la inflamacion.
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El mayor mecanismo de accion de NSAID es la inhibicion de la actividad de la Cox
y por consiguiente, la sintesis de PGs. El rango de orden de potencia de los NSAID’s
como inhibidores de sintesis de PG in vitro tiende a reflejar su potencia antiinflamatoria in
vivo. Las isoenzimas Cox son el primer Hanco para los NSAID’s y estos actlan por
inhibicion de la actividad de Cox-1 y Cox-2; de este modo, bloguean su actividad de
convertir el acido araquidénico a PGG..

Se piensa que de la inhibicibn de Cox-2 dependen las acciones antipirética,
analgésica y antiinflamatoria de los NSAID, pero la inhibiciébn simultdnea de Cox-1
ocasiona efectos colaterales no deseados, en particular, los que provocan Ulceras
gastricas, que son consecuencia de la disminucién en las sintesis de PGs y TXs.

Los principales efectos terapéuticos de los NSAID son una consecuencia de su
propiedad de inhibir la produccién de prostaglandinas. La primera enzima en la via
sintética de las PG es la prostaglandina de endoperoxido sintetasa o ciclooxigenasa de
acidos grasos. Esta enzima transforma el acido araquidénico ((5, 8, 11, 14-acido
eicosatetraendico), que es un constituyente ubicuo de la membrana celular fosfolipidica,
en productos intermediarios inestables, como la PGG,. Se sabe ahora que hay dos
formas de la ciclooxigenasa llamadas ciclooxigenasa-1 (Cox-1) y ciclooxigenasa-2 (Cox-
2). La primera es una isoforma constitutiva que aparece en vasos sanguineos, estémago
y rifiones, en tanto que la segunda se presenta en situaciones de inflamacién por citocinas

y mediadores inflamatorios.

Sin embargo, recientemente se ha descrito una tercera isoenzima Cox>*: la
Ciclooxigenasa-3 (Cox-3) una nueva isoforma de la familia Cox, sensible al acetaminofén,
la cual ha sido recientemente clonada a partir de tejido canino. Aparentemente Cox-3 es
idéntica a la forma de Cox-1, con la excepcion de que el RNAm de Cox-3 retiene el intron

1. Adicionalmente, la expresion del RNAm de Cox-3 es alta en el cerebro.

Kis B. y colaboradores® determinaron la expresion del RNAm de Cox-3 en
regiones del SNC de la rata. Los niveles mas altos fueron en el plexo y la espina dorsal,
en las arterias del cerebro y, dramaticamente mas altos en los vasos capilares. También,
el RNAm de Cox-3 es expresado en astrocitos, células endoteliales, pero no en las
neuronas. Las células endoteliales cerebrales muestran la mayor expresion de Cox-3.
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Chandrasekharan y colaboradores™ describieron la Cox-3 como dos pequefias
proteinas derivadas de Cox-1 (parcial Cox-1 o PCox-1). Cox-3 y wna de las proteinas
pCox-1 (pCox-1a) es codificada por el mismo gen que Cox-1 pero, a diferencia de COX-1,
PCOX-1a retiene el intrdn 1 en su RNAm y es un transcrito de aproximadamente 1.9 Kb.
Las proteinas pCox-1 adicionalmente contienen una delecion de los exones 58 del
RNAmM de Cox-3. Los RNAmM de Cox-3y pCox-1 son expresados en la corteza cerebral
canina y, en mas pequefias cantidades, en otros tejidos analizados. En los humanos, el
RNAmM de Cox-3 es expresado como un transcrito de aproximadamente 5.2 Kb y es mas
abundante en la corteza cerebral y el corazén. Cox-3 pero no pCox-1a posee actividad
ciclooxigenasa dependiente de la glucosilacion.

Comparando la actividad de Cox-3 canina con la actividad de Cox-1 y -2 murina se
demostrd que esta enzima es selectivamente inhibida por drogas analgésicas-antipiréticas
como el acetaminofén, fenacetina, antipirina y dipirona y es potencialmente inhibida por
algunos NSAID's. Asi, la inhibicion de Cox- 3 podria representar un mecanismo por el
cual estos farmacos disminuyen el dolor y posiblemente la fiebre.

Cox-3 es significativamente mas sensible a acetaminofén que Cox-1 6 -2 a las mas
bajas concentraciones de substrato. El acetaminofén inhibe a Cox-3 con una ICso de 64
nM. El acetaminofén es considerado el metabolito activo de la fenacetina, un popular
farmaco analgésico-antipirético que no es muy usado, ya que la incidencia de la
metahemoglobinemia, toxicidad renal y carcinogenesis de vejiga aumenta durante su uso.
Sin embargo, la fenacetina es mas potente inhibiendo Cox-3 que el acetaminofén. Bajo
condiciones de substrato de 30 nM, fenacetina inhibe Cox-3 con un ICse de 102 nM. Otro
farmaco analgésico-antipirético, la dipirona, es también significativamente mas potente
inhibiendo Cox-3 que Cox-1 6 -2. La dipirona inhibe Cox-3 con un ICs, de 52 mM. Cox-3
también difiere en su sensibilidad de inhibicion por una seleccion de NSAID’'s. El
diclofenaco fue el mas potente inhibidor de Cox-3; la aspirina, el ibuprofeno y el

diclofenaco preferencialmente inhiben Cox-3 sobre Cox-1 y-2.

La biotransformacién de los productos de las ciclooxigenasas PGG,/PGH, difiere
de un tejido a otro y depende de las actividades enzimaticas metabolizantes de
PGG,/PGH, particularmente de que exista el acido araquidénico, que también puede ser

transformado por medio de la 12-Lipooxigenasa en 12-HPETE y 12- HETE o por medio de
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la via de la 5-Lipooxigenasa en varios Leucotrienos (LTs). Los NSAID inhiben a la enzima
Cox y la produccion de PGs, pero no suprimen las vias de la Lipooxigenasa ni la
formacion de LTs.

ACIDOS GRASOS ESENCIALES
(Dieta)
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Papel del acido araquidénico y de los sistemas enzimaticos especializados en la
sintesis de Prostaglandinas (PGE,, PG F,,, PGly), Tromboxano (TxA) y Leucotrienos (A, B,
C,DE)

(Tomado de Campos Héctor. Uso racional de los antiinflamatorios no esteroideos. Disinimed 1991. Pp. 43-51,
57-65, 97-113, 140-147.)

En virtualmente todos los tejidos que han sido examinados, el &cido araquidonico
libre es convertido a prostaglandinas endoperoxidasas inestables (PGE,, PGH,) por el
sistema acido graso ciclooxigenasa. Este sistema enzimético es inhibido por aspirinay en
general por todos los NSAID. Aunque los productos del acido araquidénico formado por
la via de la ciclooxigenasa influyen indirectamente en la capacidad de las células
fagociticas para acumularse en los sitios de inflamacién, solo los productos formados por
la lipooxigenasa exhiben una potente actividad quimiotactica. Los mas potentes factores
de quimiotaxis que pueden ser producidos a partir del acido araquidénico son los
Leucotrienos, particularmente el LTB.

El acido araquidénico puede también ser metabolizado a una cantidad de
productos de la Lipooxigenasa que tienen un importante papel en la respuesta
inflamatoria. Un nmimero de NSAID inhiben varias enzimas lipooxigenasas in vitro o en

animales. Estos incluyen diclofenaco e Indo, los cuales disminuyen la produccion de LTs
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y PGs de leucocitos y células sinoviales por estimulaciéon de la reincorporacion de acido
araquidonico libre en triglicéridos. No esta bien establecido que a pesar de las diferencias
con respecto a la potencia especifica y mecanismos de accién, casi todas las NSAID
usadas clinicamente inhiben la actividad de la Cox. Sin embargo, los NSAID de mayor
uso inhiben de manera no selectiva las isoformas de Cox-1 y Cox-2 0 poseen pequefia
selectividad por la isoforma constitutiva Cox-1.

Las concentraciones de NSAID en fluido sinovial son importantes porque este
compartimiento esta cerca del sitio de accibn mas comuin de los farmacos. Una baja
concentracion de NSAID en el fluido sinovial es el resultado de una baja concentracién de
albumina en el fluido sinovial, comparado con el plasma.

Los estudios sobre la circulacién enterohepatica de los NSAID son limitados, pero
los resultados disponibles sugieren que, al menos en el caso de la Indo y el sundilac,

existe una substancial excrecién biliar.

Seideman y Melander*" encontraron que, bajas dosis de Indo y acetaminofén,
fueron igual de efectivas que altas dosis de indometacina, en pacientes con artritis

reumatoide.

Existe alguna evidencia de que la indometacina es el NSAID mas conveniente

para el tratamiento de espondilitis anquilosante.

1.9.2 EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS NSAID.

Los mecanismos de defensa gastrica estan constituidos por los siguientes elementos:

a) Barrera mucosa. Es una capa de material viscoso parecido a un gel, que se
encuentra entre la mucosa gastrica y el espacio luminar estomacal, jugando un
papel importantisimo en la proteccion del epitelio mucoso. Por debajo de esta
barrera mucosa hay una capa de bicarbonato segregada por las células epiteliales.
El gradiente amortiguador creado por esta barrera, es responsable del

mantenimiento de un pH neutro en la cercania de la célula epitelial.
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b)

d)

como

Barrera lipidica. Los fosfolipidos se concentran en la superficie luminar del epitelio
gastrico, lo cual crea una superficie hidrofébica que limita en forma significativa la
difusion de los iones hidrogeno, del lumen hacia el interior de la célula mucosa. Al
dafiar la mucosa gastrica, los NSAID van a permitir la difusion de los iones

hidrégeno hacia el interior de la célula epitelial, lesionandola.

Flujo sanguineo mucoso y reposicion. EI mantenimiento de un flujo sanguineo
adecuado también es importante en la prevencion del dafio a la mucosa por el
medio &cido. Si la barrera mucosa gastrica es lesionada por el acido, el i6n
hidrogeno intracelular es removido mediante un aumento compensatorio en el flujo
mucoso. La reposicion o reconstitucion de la mucosa mediante la reepitelizacion,
constituye un importante mecanismo para mantener la integridad de la mucosa
gastrica. Sin embargo, si la multiplicacion celular falla, puede desarrollarse una

erosién que puede evolucionar hacia una Ulcera.

Prostaglandinas. Las PGs son componentes vitales para la defensa de la mucosa
gastrica. Tienen un efecto inhibidor de la produccion de acido gastrico; estimulan
la secrecion del bicarbonato y la sintesis de moco y aumentan el grosor del gel
mucoso. La PGE; mejora el gradiente de pH del moco entre el lumen y la
superficie epitelial. La PGE, incrementa la superficie hidrofébica de la mucosa
gastrica, mejora el flujo sanguineo, protege la mucosa mediante la estimulacion del
transporte activo de sodio. Obviamente, con todas estas funciones protectoras de
las PGs, al ser bloqueadas por los NSAID dejaran el camino expedito para la
lesién de la mucosa géastrica. Se puede afiadir que las PGs tienen un papel en la
modulacién del tono vascular y que algunos agentes hipertensivos y diuréticos tal

vez estimulan su liberacion.

Uno de los principales inconvenientes que tiene la administracion de los NSAID es

gue tienen efectos colaterales, completamente ajenos a su actividad antiinflamatoria.
Debido a que las PGs participan en el mantenimiento de la fisiologia normal
gastrointestinal, no es sorprendente que los farmacos que inhiben la formaciéon de PGs,

los NSAID, interfieran con las funciones normales del tubo digestivo. La

complicacion mas frecuente que tiene la administracion de los NSAID es que facilitan la

formacion de Ulceras gastricas o intestinales, que a veces se acompafan de anemia por
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la perdida hematica resultante. Todos los NSAID pueden provocar dispepsia y exacerbar
los sintomas de una ulcera pre-existente. Los individuos que utilizan estos farmacos
durante largo tiempo tienen un riesgo relativo tres veces mayor de sufrir efectos

gastrointestinales graves, en comparacion con quienes no lo usan.

Otra actividad colateral de los NSAID es su efecto sobre el embarazo y el embrion.
En animales de experimentacibn y en mujeres se ha demostrado que los NSAID
prolongan el tiempo de la gestacion. En humanos se les ha utilizado para prevenir la
amenaza de parto prematuro. Las PGde las series E y F son potentes uterotropicos, y su
biosintesis por parte del Utero aumentan en forma extraordinaria horas antes del parto, de
tal modo que, administrados en esos momentos o con anterioridad, puede retrasar el

momento del parto y reducir los riesgos de la prematuridad.

La inhibicién de la sintesis de PGs, debido al blogueo enzimatico de la Cox,
representa el mecanismo de accion fundamental de los NSAID. Tal supresion, sin
embargo, es responsable de un grupo importante de efectos secundarios. Ademas de los
ya mencionados se puede citar, por ejemplo, que los NSAID impiden que las PGE, y PGl
lleven a cabo su efecto protector sobre la mucosa gastrica. Normalmente las PGs
reducen la secrecion acida y por lo tanto tienen a una accién citoprotectora intrinseca

sobre la mucosa.

La inhibicion de estos mecanismos protectores por bloqueo de la sintesis de PGs,
permite explicar las complicaciones gastrointestinales por el uso de NSAID (gastritis,
accioén ulcerogénica, sangrado). Se sabe, ademas, que la inhibicion de la Cox ocasiona
un déficit en la produccion del Tromboxano A2 (TxA,), el cual es esencial para la fisiologia
de la agregacioén plaquetaria. Tal inhibicion se traduce, por tanto, en una alteracién de la
funcioén plaquetaria, la cual clinicamente se expresa por aumento del tiempo de sangrado.
La inhibicion de la Cox determina un desplazamiento metabdlico hacia la via de la
Lipooxigenasa, con lo cual se genera una sobreproduccion de LTs y substancias
intermedias. Las PGs adicionalmente participan en la regulaciéon de la tasa de filtracion
glomerular, flujo plasmatico renal y balance hidrolitico Na/H,O, por tales motivos, la
inhibicion en la sintesis de PGs puede ejercer efectos adversos, especialmente en

pacientes en situaciones de riesgo, como son los individuos deshidratados, lbs ancianos,
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los que reciben diuréticos, o los que sufren de alguna afeccion renal, produciendo oliguria

y edema.

Como ya ha sido mencionado previamente, todos los NSAID pueden producir
reacciones secundarias adversas, no solo cuando son administrados en dosis excesivas
(lo que constituye un problema de orden toxicoldgico), sino también como consecuencia
de una accion colateral del farmaco.

Los efectos colaterales, relacionados en gran parte con la inhibicion de la sintesis
de PGs, pueden resumirse como sigue:

1) Efectos gastrointestinales. Se observan mas comldnmente en el tracto
gastrointestinal superior, donde pueden causar gastritis erosiva, Ulcera péptica y sangrado
gastrointestinal. La gastropatia por NSAID consiste en eritema, hemorragia de la mucosa
y erosiones, con formacion de una Ulcera en su fase final. El dafio de la mucosa gastrica
es el efecto adverso mas importante de la administracion de los NSAID, siendo
fundamentalmente la ruptura de la barrera protectora normal del estbmago.

2) Efectos antiagregantes. Los NSAID inhiben la formacion de TxA. mediante el
bloqueo de la Cox, actuando de esta manera como antiagregantes plaquetarios. Pueden
interferir con la funcion plagquetaria y causar hemorragias en pacientes que toman

anticoagulantes.

3) Efectos renales. En condiciones de desequilibrio hemodinamico, tales como
insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis hepatica, sindrome nefrético, etc., la PGE2 y la
prostaciclina desempefian un papel primordial en el mantenimiento del flujo renal. Ellas
participan en la autorregulacion de la filtracion glomerular y también influyen en el
transporte tubular de iones y agua. En esos pacientes, los NSAID pueden inducir
insuficiencia renal que, por lo comun, es reversible cuando se suspende la administracion
del farmaco. El agente que mas a menudo se asocia a estas reacciones es la Indo. Como
la PGE, es natriurética, los NSAID pueden retener liquidos al inhibirla y disminuir la
excrecion de sodio, seguida de hiperpotasemia, oliguria y anuria. Ademas, los NSAID
pueden causar dafio reversible de la filtracion glomerular, falla renal aguda, edema,

nefritis intersticial, falla renal cronica e hipercalcemia.
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4) Efectos hepaticos. Los NSAID administrados en forma crénica y en dosis altas
pueden producir disfuncion hepatica. Se han informado que provocan elevaciones

transitorias de transaminasas en el suero, especialmente de la alanina transferasa.

5) Efectos respiratorios. La inhibicion de la Cox reduce probablemente las PGs
broncodilatadoras que, unida al mantenimiento de la via de la Lipooxigenasa, genera LTs
gue producen finalmente episodios de broncoespasmo.

6) Efectos obstétricos. No se recomienda la administracion de los NSAID en el ultimo
mes del embarazo, ya que retrasan el inicio del trabajo de parto, por inhibicion de la
contraccién uterina, aumentan el sangrado en el posparto inmediato, por la accion
antiagregante plaquetaria. En el feto provocan un cierre prematuro del conducto arterioso,
lo cual compromete la circulaciéon pulmonar fetal.

7 Efectos hematolégicos. El tratamiento crénico con NSAID conduce a una anemia
por deficiencia de hierro, como consecuencia del sangrado gastrointestinal que producen
estos medicamentos. Se han informado agranulocitosis y anemia aplasica en pacientes
tratados con Indo. Los NSAID interfieren con una variedad de procesos asociados a la
membrana incluyendo la actividad de NADPH oxidasa en los neutrofilos y la actividad de
la fosfolipasa C en macréfagos. Un nimero de NSAIDs, incluyendo la Indo, inhiben la
funcién de los neutrdfilos.

Aunque esta claro que los NSAID pueden inhibir funciones de los leucocitos,
independientemente de los efectos sobre la biosintesis de las PGs, el mecanismo por el
cual estos influyen sobre las células no ha sido elucidado. Indo por ejemplo, interfiere con
la actividad peroxidasa en las plaquetas y ademas inhibe la conversion de HPETE a 12-
HETE.

Los inhibidores de la Lipooxigenasa también han sido encontrados capaces de
influenciar en varias funciones de los linfocitos. Se ha observado que algunos productos
del acido araquidénico pueden inhibir funciones de leucocitos in vitro. Las PGs también
inhiben varias funciones de linfocitos T y B, incluyendo respuesta proliferativa a

mitdégenos, citotoxicidad y produccion de anticuerpos.
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Es conocido que los neutrdfilos se activan en respuesta a un estimulo inflamatorio.
Los neutrdfilos son transformados en células excretoras capaces de inducir dafio tisular,
mediante la produccion de una secuencia de eventos, como respuesta a la accion de
complejos inmunes, péptidos bacterianos, C5a, lectinas, mediadores lipidicos, etc. La
inmediata respuesta del neutrofilo a estos “ligandos”, es un incremento de los niveles de
calcio en el citosol, la agregacion, el ensamble del sistema de aniones superéxido en el
plasmalema y la activacion de la PKC. La Indo inhibe esta activacion de neutrdfilos,
independientemente del bloqueo de la sintesis de PGs.

En algunos pacientes con artritis reumatoide, el uso de NSAID ejerce un efecto
inmunomodulador expresado por una disminucién en la circulacion periférica de las
células T y B activadas.

Las Cox no muestran un papel relevante en las funciones de células T in vitro, por eso
cuando se utilizan inhibidores de Cox-2 selectivos 0 no selectivos (NSAID) en pacientes
con enfermedades inflamatorias autoinmunes, no se espera que induzcan efectos
inmunomodulatorios directos en las células T.

1) Reacciones de hipersensibilidad. Las reacciones de hipersensibilidad pueden
observarse a diferentes niveles:

a) Nivel dérmico. Consisten en erupciones maculares o morbiliformes autolimitadas y
reversibles al suspender la terapia.

b) Nivel neuroldgico. Puede observarse cefalea y confusion, en el 50% de los
pacientes que reciben Indo.

c) Nivel hematolégico.
Productos de la via ciclooxigenasa del metabolismo del acido araquid6nico

indudablemente contribuyen a la aparicion de eritemas, a un incremento local en la

temperatura y fiebre asociada con muchas formas de inflamacién aguda y crénica.
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194 INTERACCIONES FARMACOLOGICAS DE LOS NSAID.

Los NSAID inhiben la accion de los diuréticos; esto puede contribuir al
agravamiento de la insuficiencia cardiaca y el desarrollo de edema en miembros
inferiores.  Por esa razdn, atentan el efecto antihipertensivo de los diuréticos,
antagonistas de adrenoreceptores beta y del captopril. Estos efectos inhibidores se han

demostrado muy claramente con la Indo.

La mayoria de las interacciones de los NSAID son de tipo farmacocinético,
conduciendo a una disminucion en el porcentaje de absorcion, distribuciéon y eliminacion
de, por lo menos uno de los farmacos con los que interactian. A continuacion se

mencionan algunos de estos efectos:

= [nteracciones con antihipertensores. La Indo disminuye la accién hipotensora de
los bloqueadores beta, la alfametildopa y los diuréticos. Este efecto puede
deberse a la accion inhibitoria sobre la prostaglandina vasodilatadora o al
moderado efecto sobre la retencién de sodio de los NSAID. La Indo también
inhibe la accién hipotensora de la hidralazina, prazosin, captopril y las dietas
hiposodicas. En cuanto a los diuréticos, el efecto hipotensor de ks tiazidas es
inhibido por la hdo. El efecto diurético, natriurético e hipotensor de la furosemida

esta disminuido cuando se administra concomitantemente Indo.

» [Interaccion con compuestos de litio administrados a personas con enfermedades
mentales. La depuracion renal de litio (Li) disminuye sustancialmente, lo cual
conduce a elevaciones sustanciales de las concentraciones de Li en el plasmay el
consiguiente peligro de reacciones toxicas. Esta interaccion puede ocurrir en
especial con la Indo.

= [nteracciones entre NSAID. En la practica médica diaria se puede observar como,
en el manejo terapéutico de un paciente, se combinan dos o mas NSAID,
buscando un efecto sinérgico antiinflamatorio. La combinacién que méas se ha
estudiado ha sido la aspirina con la hdo, demostrandose una disminucién de las

concentraciones plasmaticas de Indo.
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Todos los NSAID, la indometacina en particular, pueden interferir con el control
farmacoldgico de la hipertension y la falla cardiaca, en pacientes que reciben antagonistas
b-adrenérgicos, diuréticos o inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina. Los
NSAID tienen diferencias en sus propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y
mecanismo de accion, en suma, en sus propiedades comunes de interferir con la

produccion de PGs.

En términos generales, los NSAID brindan Unicamente alivio sintomatico del dolor y de
la inflamacion que acompafian a las enfermedades y no detienen la evolucion de la lesion

patolégica de tejidos durante episodios graves.

Ademas, el uso de NSAID como analgésicos y para alivio de la inflamaciéon aguda y
crénica, ha revelado que su administracion disminuye la frecuencia de ataques al corazon
y atagues fulminantes, probablemente porque interfiere con el desarrollo de la

arterioesclerosis, que es una enfermedad inflamatoria cronica de los vasos sanguineos.

195 INDOMETACINA (Indo).

La Indo es el producto de los esfuerzos de laboratorios en busca de farmacos con
propiedades antiinflamatorias. Fue introducido en el arsenal terapéutico antireumatico
desdel963 para tratar artritis reumatoide y trastornos similares. A pesar de que el
farmaco se utiliza ampliamente porque es eficaz contra los principales sintomas de la

enfermedad, su toxicidad suele limitar su empleo.

Propiedades quimicas.
La férmula estructural de la indometacina, un
O o derivado inddlico, metilado es la siguiente:

—CHa Acido 1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil, 1H-indol-

; 3-acético; Indocin, Indocin SR. C;¢H;,CINO,
CH30 . CH2COOH

Indometacina
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Preparacion

Se forma un compuesto diazo a partir de la p-anisidinay el compuesto de diazonio
se reduce con sulfito de sodio. La p-metoxifenilhidrazina resultante se somete a sintesis
de indoles de Fisher con levulinato de metilo. Los pasos para seguir incluyen formacion
de la hidrazona (1), reordenamiento de (I) para dar el compuesto enamina (Il), y ciclizacion
de Il, a través de la pérdida de amoniaco, a la forma lll. A continuacién, Ill se hidroliza a
acido, el cual es reesterificado, via el anhidrido, para obtener el éster ter-butilo. La

acilacion con cloruro de p-clorobenzoilo, seguida de desbutilacion, da la indometacina.

CH3O L
CH2
cH2

COOH
(1]

M ¥ MH
MHE F

cH3

CH30 ' cCH3o al CH20000H

- (1N )

Descripcion.
La Indo es un polvo amarillo palido a amarillo tostado, cristalino, inodoro o con olor
suave; sabor ligeramente amargo; sensible a la luz; estable en el aire y estable al calor, a

las condiciones de temperatura ambiente; una forma polimérfica se funde alrededor de
155 °C; la otra alrededor de 162 °C.
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Solubilidad.

Un gramo de Indo se disuelve en 50 mL de alcohol, 30 mL de cloroformo 6 40 mL

de éter.

Propiedades farmacologicas.

La hdo posee notables propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas.
Los efectos antiinflamatorios de la ndo se manifiestan en sujetos con artritis reumatoide y
otros tipos de estas enfermedades que incluyen gota aguda. Es mas potente que la
aspirina. La Indo posee propiedades analgésicas, diferentes de sus efectos
antiinflamatorios y hay datos de que actda a nivel del sistema nervioso central y del
periférico; es también antipirética. Constituye también un potente inhibidor de la Cox que
forma PGs, es decir, inhibe la conversion de acido araquidonico a PGs biolégicamente
activas, lo cual sugiere que la inhibicion del metabolismo del acido araquidénico cuenta
para las actividades antiinflamatorias. También anula la movilidad de los
polimorfonucleares, desacopla la fosforilacion oxidativa a concentraciones
supraterapéuticas y deprime la biosintesis de los mucopolisacéaridos. Es un inhibidor de la
fosfodiesterasa, lo cual incrementa los niveles de AMPc, que estabiliza las membranas
celulares, incluyendo las lisosomales de los neutréfilos, y disminuye la formacion de
radicales superéxido. No inhibe la lipooxigenasa.

Farmacocinéticay metabolismo.

La Indo se absorbe en forma rapida y casi completa por vias gastrointestinales
después de la administracion oral. La concentracién maxima en plasma se alcanza en
término de dos horas en el sujeto en ayuno, pero puede tardar un poco mas si el

medicamento se ingiere después de las comidas. Después de una dosis oral de 50 mg se
alcanza una concentracion plasmatica maxima de 2.8 ng/mL. No se han valorado en

forma definitiva las concentraciones plasmaticas necesarias para lograr efecto
antiinflamatorio, pero quizd sean menores de 1 ng/mL. La Indo se une 90% a las

proteinas plasmaticas y también lo hace en forma extensa a los tejidos. Su vida media es
de 2.6 a 11.2 horas; del 10 al 20% del farmaco se excreta, sin alteracion, por orina. En

voluntarios sanos se ha descrito un volumen de distribucion de 0-6+/-0.007 L/Kg. La
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concentracion de hdo en el SNC es baja, pero su nivel en el liquido sinovial es igual a la

concentracion plasmatica dentro del rango de las primeras 5 horas de administracion.

La Indo es extensamente metabolizada en el higado, es decir, es convertida
primordialmente en metabolitos inactivos, incluidos aquellos que se forman por O
desmetilacion (en promedio, 50%), conjugacioén con acido glucorénico (en promedio, 10%)
y N-deacilacion. Algunos de los metabolitos mencionados son detectables en plasma, y
los metabolitos libres y conjugados se eliminan por orina, bilis y heces. Existe
recirculacién enterohepética de los metabolitos y probablemente de la Indo. La
eliminacion urinaria de Indo intacta es de aproximadamente un 15%. Se ha descrito una
depuracion en voluntarios sanos de 2.0+/-0.4 mL/min/Kg

Interacciones medicamentosas

El alto grado de union a las proteinas plasmaticas plantea riesgos clinicos al
asociar Indo con otros agentes. La presencia de probenecid, (farmaco que se acostumbra
utilizar para tratar la gota crénica, por favorecer la eliminacion de acido Urico), aumenta
los niveles de Indo y de sus metabolitos en el suero. No interfiere en el efecto
“uricosurico del probenecid, no modifica los efectos de los anticoagulantes orales,
también puede disminuir los efectos antihipertensivos de los diuréticos tazidicos. La
asociacion con farmacos cumarinicos aumenta el riesgo de sangrado digestivo. La Indo
antagoniza los efectos natriuréticos y antihipertensivos de la furosemida; reduce los
efectos de los bloqueadores b-adrenergicos y de los inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina. Se ha descrito ademas, la aparicion de la insuficiencia renal por
asociacion de Indo y triamtereno.

Aplicaciones terapéuticas.

Ante la gran incidencia y gravedad de los efectos colaterales que conlleva la
administracion de Indo por largo tiempo (INDOCIN), no se le usa a menudo como
analgésico o antipirético. Sin embargo, tiene utilidad probada como antipirético en

“ Uricos(rico.- Dicese del agente o droga, como probenecid o sulfinpirazona, que aumenta la excrecion
urinariadeacido Urico.

139



algunas situaciones (como en la enfermedad de Hodgking) cuando la fiebre sea rebelde a

otros farmacos. Sin embargo, su principal aplicacion son sus efectos anti-inflamatorios.

Rhymer y Gengos® revisaron datos de investigaciones con Indo como
antiinflamatorio en seres humanos. La mayor parte de tales ensayos mostré que el
farmaco reduce el dolor, disminuye la hinchazén y la hipersensibilidad articulares;
incrementa la potencia de la presion manual y reduce la duracién de la rigidez articular

matinal.

La incidencia y la gravedad de los efectos colaterales de la Indo limitan su utilidad
terapéutica. Es muy util para combatir la gota aguda, o en el tratamiento de la artritis. Es

de utilidad en el sindrome de Bartter.

La Indo tiene dos usos como minimo en obstetricia y neonatologia. Puede
utilizarse como agente tocolitico para suprimir las contracciones uterinas en trabajo de
parto pre-término. Ademas, con la administracion del antiinflamatorio es posible controlar
la insuficiencia cardiaca en neonatos, causada por la persistencia del conducto arterioso.

La limitacion principal para tratar neonatos es su toxicidad renal.

Dado que la Cox, controlan la enzima para la produccién de PGs, los inhibidores
de Cox, de otra manera conocidos como NSAID incrementan la sintesis de TNF. La Indo
es un inhibidor de Cox que ha estado por varios afos en el mercado, que bien seria
recomendada para incrementar los niveles de TNF. Sin embargo, el aumento en la
produccion de TNF es algo que se deberia evitar en los pacientes con artritis reumatoide,
en los cuales esta citocina es responsable de una parte importante de las respuestas
inflamatorias articulares.

Efectos téxicos. (Efectos adversos)

Ya mencionados en efectos secundarios de los NSAID.
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Indicaciones.

Esta contraindicada en embarazadas y mujeres que amamantan, pacientes con

problemas gastrointestinales e individuos alérgicos a la aspirina.

La hdo tiene un lugar bien establecido en el universo de medicamentos para el

tratamiento de las enfermedades reumaticas. Por ejemplo: Osteoartrosis: 50 a 100

mg/dia.

Artritis reumatoide: 75 a 150 mg/dia. Espondilitis anquilosante: 150 mg/dia.

Gota: hay diversos esquemas de administracion, pero uno de los mas utilizados es

suministrar 200 mg/dia de indometacina por dos dias, 150 mg/dia por los siguientes dos

dias y continuar con 100 mg/dia por los siguientes cuatro dias. Reumatismo no articular y

lesiones agudas de tejidos blandos: 75 a 100 mg/dia.

Otros usos.

Se ha usado para el tratamiento de la dismenorrea, glomerulonefritis, dolor éseo,

guemaduras solares, hipercalcemia secundaria a procesos malignos, pericarditis, uveitis y

tratamiento de la persistencia del conducto arterioso.

Precauciones.

Debido a la variabilidad y potencial téxico de la indometacina, se recomienda

seguir las siguientes reglas de administracion:

a)

b)

d)

Se recomienda administrar la menor dosis efectiva en el control de la
sintomatologia del paciente. Exceder los 200 mg/dia aumentan las reacciones
secundarias y no proporciona mayor beneficio terapéutico.

Observar cuidadosamente al paciente y explicarle la naturaleza de la
sintomatologia que puede presentar.

Las reacciones gastrointestinales pueden reducirse administrandola con los

alimentos, inmediatamente después de comer o con antiacidos.

Evitar si es posible en: epilepsia, Parkinson, trastornos psiquiatricos.
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1.10. Inflamacion, GABA e indometacina.

En el inciso anterior, al revisar los factores que median y/o modulan la respuesta
inflamatoria, quedaron claras dos cosas. Una fue que es muy grande la cantidad de
factores involucrados en el fenémeno inflamatorio. La otra fue que la inflamacién, como
una respuesta multifactorial o heterogénea, depende en una buena parte de las
interacciones entre los sistemas inmune, nervioso y endocrino.

Por lo general, toda reaccion inflamatoria periférica provoca un aumento en la
sintesis de citocinas pro-inflamatorias y la liberacién de especies de oxigeno reactivo.
Estas sustancias se transportan por la sangre a todos los tejidos del cuerpo y pueden
convertir una respuesta inflamatoria periférica o localizada en un evento sistémico. Como
una consecuencia, por ejemplo, se modifican la temperatura corporal, el catabolismo, el
apetito, la actividad del tejido hematopoyético de la médula, etc.

Directa o indirectamente, las citocinas pro-inflamatorias que se distribuyen por todo
el cuerpo también afectan al sistema nervioso central. Cada vez que ocurre una
inflamacion y se producen las citocinas pro-inflamatorias, las neuronas liberan
neurotransmisores en sus terminaciones. Los neurotransmisores liberados pueden ser
moléculas excitatorias (como el acido glutdmico, las catecolaminas o la histamina) o
inhibitorias (como la glicina, la Ach o el GABA). Estas moléculas influyen sobre la
respuesta inflamatoria y pueden modular su evolucién®.

La intensidad de la inflamacion determina el predominio de una sobre otra
respuesta (excitatoria o inhibitoria) y, por supuesto, confirma la naturaleza moduladora de
los neurotransmisores. Casi todos ellos pueden tener actividades que algunas veces son
pro-inflamatorias, mientras en otros casos resulta todo lo contrario. Las catecolaminas
por ejemplo, pueden actuar como pro- y anti-inflamatorios®. La respuesta de las
neuronas del sistema nervioso ante una reaccién inflamatoria implica, no solo el aumento
en la produccion de neurotransmisores, sino también un aumento en la expresion de sus

receptores especificos.
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Por otra parte, los efectos del aumento en la produccién de los neurotransmisores
no solo afectan las neuronas del sistema nervioso central, sino también el sistema
neurovegetativo y, particularmente, otras células que no pertenecen al sistema nervioso
como los macrofagos y los linfocitos del sistema inmune. Brevemente, se puede citar que
el neurotransmisor excitatorio N-metil-D-aspartato (NMDA) estimula los macréfagos y
aumenta la produccion de las citocinas proinflamatorias como la IL-6>° y lo mismo hacen
los neurotransmisores conocidos como catecolaminas®. En cambio, los
neurotransmisores glicina y GABA reducen la produccion de las mismas citocinas

proinflamatorias > °.

Estos efectos periféricos algunas veces tienen relacién con la sensibilidad al dolor
y otras veces afectan células del sistema inmune. Por ejemplo, después de provocar una
reaccién inflamatoria prolongada en una pata de un roedor, mediante la inyecciéon de
carragenina o de formalina en el cojinete plantar, se ha encontrado que aumenta la
expresion de los receptores para los neurotransmisores GABA™ y serotonina® en las
neuronas de la médula y que este aumento se relaciona con una disminucién de la

intensidad del dolor que se genera en el area inflamada.

En otros experimentos llevados a cabo sobre animales de laboratorio se ha
confirmado el efecto inhibitorio de GABA sobre la inflamacién. Durante las respuestas
inflamatorias, al aumentar la expresion del receptor para GABA se reduce el dolor de la
artritis, aunque no se modifica el curso de la enfermedad®. Se ha propuesto que el
aumento en la expresion del receptor estd asociado con un aumento paralelo en la
sintesis de los ligandos para el mismo y se ha encontrado que el aumento en la
produccion de GABA o la inyeccién experimental del mismo o de sus agonistas, como el
muscimol, tiene el mismo efecto analgésico y anti-nociceptivo. Por otro lado, ese mismo
tratamiento con muscimol inhibe la respuesta de los linfocitos T y, teéricamente, deprime

la sintesis de las citocinas pro-inflamatorias que ellos producen®.

Un efecto similar ha sido observado después de la administracion de algunas BZP
que se unen al receptor A para GABA o al receptor periférico de las BZP*. WILMS®
opina cue el aumento en la producciéon del GABA disminuye la sintesis de las citocinas

inflamatorias, de tal modo que ese aumento se puede considerar un mecanismo que

143



ayuda a modular negativamente la respuesta inflamatoria en el caso de las enfermedades
degenerativas del SNC.

Diferentes productos farmacoldgicos o no, ademas de las BZP, pueden actuar
como agonistas o antagonistas del receptor para GABA. Aparte de sus actividades sobre
el SNC, se puede decir que ellos también influyen sobre la actividad de las células del
sistema inmune y sobre las respuestas inflamatorias. Resultados recientes publicados
por Reyes® y colaboradores, sugieren que la actividad de los macréfagos
(particularmente su capacidad para producir las citocinas inflamatorias) puede ser
modificada tanto por el GABA como por sus agonistas y/o antagonistas.

Resulta interesante que los medicamentos que se utilizan en el control de la
respuesta inflamatoria, también pueden afectar la respuesta del sistema inmune y la
produccion de neurotransmisores por el sistema nervioso. Sin embargo, no todos esos
efectos son favorables, de modo que algunos de ellos pueden resultar indeseables. Uno
de esos medicamentos que tiene afectos colaterales es la Indo, un NSAID del cual ya se
ha presentado una breve revision en los parrafos anteriores.

Es evidente que se pueden relacionar los efectos del neurotransmisor (GABA) que
participa como inhibidor en la respuesta inflamatoria y los de la Indo que es un
medicamento anti-inflamatorio. Aparentemente, los dectos de GABA e hdo se deben
potencializar, pero vamos a comentar enseguida algunos experimentos que muestran un
panorama bioguimico un poco mas complejo y aun contradictorio. Al revisar la literatura
sobre el tema, se van a encontrar razones para justificar el modelo experimental del
presente trabajo que estudia el efecto de la indometacina sobre células del sistema
inmune que han sido cultivadas en un medio que contiene GABA y/o su antagonista.

La Indo, lo mismo que los antagonistas de GABA anulan la respuesta inhibidora
del GABA y el efecto facilitador de la misma que tienen sus agonistas. Por ejemplo, el 3a-

hidroxi-5a-pregnan-20-ona (3a, 5a THP) es un neuroesteroide sintetizado en el cerebro a
partir de la progesterona y que puede unirse al receptor A para GABA. EL 3a, 5a THP

aumenta la duracion de la apertura del canal para iones de cloro y tiene, por lo tanto, una
actividad como agonista de ese receptor®. En ausencia de GABA, el 3a, 5a THP puede

actuar como anti-depresivo. Existen otras sustancias, particularmente neurotransmisores
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como los agentes serotonérgicos, que pueden facilitar ese efecto anti-depresivo del 3a,
5a THP ®. Probablemente eso se debe a que aumentan la produccién intracerebral del
3a, 5a THP vy, consiguientemente, aumentan la estimulacion del receptor para GABA.
Ahora bien, la indometacina anula ese efecto facilitador de los agentes serotonérgicos® y
se comporta como un antagonista del GABA a pesar de su actividad anti-inflamatoria

comprobada. Esto puede parecer paradéjico porque hemos dicho anteriormente que
GABA funciona como un anti-inflamatorio utilizando un mecanismo diferente a la Indo.

Algunos autores® han encontrado que la liberacién in vitro del GABA por las
células del hipotalamo parece depender de las PGs, ya que puede ser blogueado por la
adicién de Indo al medio de cultivo. La Indo es un inhibidor de las Cox y reduce la
liberacion de las PGs. Parece que al faltar las PGs se anula la liberacion del GABA y esto
podria explicar algunos efectos de la indometacina sobre el sistema nervioso. Otros
autores han encontrado que la indometacina reduce la produccion de IL-6%, la cual es
una citocina que otros autores han encontrado estimulante de la produccién de GABA® y
necesaria para el desarrollo embrionario del cerebro®.

Finalmente, como lo sefiala Raza®, GABA puede actuar como un inhibidor de la
sintesis de PG y/o antagonizar la respuesta de la PGE, en un modelo in vitro con el Utero
de ratas. A concentraciones elevadas (64 x 10° M) de GABA se puede observar in vitro
gue el neurotransmisor antagoniza los efectos contractiles de la PGE..

En el presente trabajo, a las células cultivadas en presencia del antagonista del
receptor para GABA y con una actividad metabdlica reducida y/o estimulada, se les
afadieron diferentes cantidades de ihdo a concentraciones que reducen la sintesis de las
PGs, buscando conocer las condiciones en las cuales la Indo potencializa el efecto
inhibitorio del GABA y/o si los antagonistas del receptor para GABA pueden atenuar in
vitro el efecto de la Indo sobre la actividad metabolica de las células.
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2.1 Objetivos e Hipotesis.

OBJETIVOS.-

Demostrar que la reduccion del MTT es una prueba que permite conocer el grado
de actividad metabdlica de los linfocitos esplénicos de ratones.

Conocer las medidas de reduccion del MTT por los linfocitos cultivados en
condiciones basales y/o en presencia del mitdgeno Concanavalina-A.

Conocer el efecto de GABA y del antagonista de su receptor (Picrotoxina) sobre la
actividad metabdlica de los linfocitos estimulados con la Con-A.

Conocer si la Indometacina influye sobre la reduccién del MTT por linfocitos que
han sido tratados con GABA 0 con el antagonista de su receptor.

HIPOTESIS.-

Si los linfocitos obtenidos de bazo de ratén, presentan el receptor GABA,
entonces, al agregar GABA al medio de cultivo va a disminuir la actividad
metabolica de las células, es decir su capacidad para reducir el MTT.

Esos mismos linfocitos deben aumentar su actividad metabodlica cuando se afade

al medio de cultivo el antagonista del receptor para GABA.

Ya que la Indometacina es un inhibidor de COX y suprime la formacién de PGE

(que es un inhibidor de la actividad metabdlica de las células), su adicion al medio
de cultivo va a aumentar la reducciéon del MTT, independientemente de que los
linfocitos hayan sido o no tratados con GABA.
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3.1 Diagrama de flujo
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4.1 Métodos

411 ANIMALES

Todos los ratones se obtuvieron de Harlan México, a través del bioterio de la
Facultad de Quimica de la UNAM. Se trabajaron con ratones macho BALB/c de peso 27
a 32 g, los cuales se encontraban en excelentes condiciones (libres de bacterias y
parasitos) y se mantuvieron con alimento y agua ad libitum.

4.1.2 EXTRACCION DEL BAZO.

Se sacrificd al ratén, por dislocacion cervical, y en una zona estéril (campana de
flujo laminar) se extrajo el bazo del raton, el cual se coloc6 en una caja Petri conteniendo
5 mL de solucion de Hanks sobre una cama de hielo.

4.1.3 SEPARACION DE LINFOCITOS

Se extrajeron las células con 5 mL de solucion de Hanks en una jeringa estéril con
aguja fina, se perford por un extremo y se perfundio el bazo, inyectandole la solucién por
el otro. Una vez prefundido el bazo, los linfocitos se colectaron en un tubo de centrifuga,
el cual estaba previamente en frio, y se centrifugd a 2000 rpm durante 5 minutos, se
desecho el sobrenadante y se resuspendioé en 5 mL de soluciéon de Hanks para lavarlos.
Esto se realizd 3 veces. Después del ultimo lavado, se resuspendio el botén de células
en 1 mL de medio de cultivo RPMI 1640.

4.1.4 MEDIDA DE LA VIABILIDAD CELULAR.

De la suspension celular anterior, se tomaron 20 ni y se agregaron 20 ni de
colorante azu tripano en un vial y se mezcl6 (dilucién 1:2). Se tomaron 20 ni de esta
dilucién y se llené la cdmara de Neubauer (dos cuadriculas). Se contaron las células

mononucleares que no estaban tefidas y las que si se tifiieron por el colorante que se
encontraban en el cuadro central de la camara de Neubauer para conocer la cantidad de
células viables en la suspension y trabajar con una viabilidad del 90 — 95%.
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Para contar las células, se coloc6 la camara en el microscopio y con el objetivo de
40x se enfoco en la zona cuadriculada. La camara de Neubauer esta dividida en 9
cuadros, cada uno de 1 mm por cada lado. Los cuadros de las 4 esquinas (A) estan
subdivididos en 16 cuadros mas pequefios, mientras que el cuadro central (B) esta

subdividido en 25 cuadros mas pequefios.

Se enfoco el area central (B) y se contd el nimero de células viables en 5 de sus
25 cuadros, especificamente, se contaron las células presentes en las 4 esquinas y el

centro.

Para contar las células (circulos negros) se siguio el siguiente orden y se contaron
los linfocitos INCLUYENDO los que quedaban sobre las lineas de los bordes superiores e
izquierdos de cada cuadro (ver circulos negros) pero no las que se encuentran en el

borde inferior y derecho.
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4.15 AJUSTE CELULAR

Después de contar las células y ver su viabilidad, se ajustd su concentracion a
3x10° células viables/mL con medio de cultivo RPMI 1640. Luego, de cada ratén se
sembraron 0.1 mL de su suspension de linfocitos (300,000 células viables/pozo) en la
placa de microcultivo, poniéndose 3 pozos para las células que se encontraron un
condiciones basales, asi como los pozos por triplicado necesarios para las células en
presencia del mitdgeno (Con-A) mas cada una de los farmacos a estudiar (GABA, PTXo0
Indo). Inmediatamente se afiadieron 20 ni de la solucién de 5 ng/ml de Con-A/pozo a las
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células que se estimularian y se homogeniz6 adecuadamente cada suspension celular,

evitando la formacion de burbujas.

4.1.6 CULTIVO DE LINFOCITOS.

a. Enpresenciade PTX
Se adicion6 a los pozos sembrados con linfocitos esplénicos y estimulados con

Con-A (5 mg/mL) las siguientes concentraciones de PTX

Dilucion y concentracién | Concentracion (pg) | Volumen (i)
PTX
1:500 200 pg inL
500 pg/m 250 pg 1.25 m_
500 pg 25
750 pg 3.75nL
1:100; 1 ng/nL = 1000 pg/AL 1000 pg 1
1:10 10 000 pg 1
10 ng/n = 10 000 pg/ni 20 000 pg 2nm
40 000 pg 4 m
80 000 pg 8 nL
STOCK 100 ng /mL 100 000 pg 1

b. En presenciade GABA

Se adicioné a los pozos sembrados con linfocitos esplénicos y estimulados con

Concanavalina-A (5 mg/mL) las siguientes concentraciones de GABA:

Concentracién | Volumen ()
GABA
0.062 mM 10m
0.125mM 10R/L
0.25 mM 10R/L
0.5 mM 10@L
1mM 10@L
2mM 10RL

c. En presenciadelndo

Se adicion6 a los pozos conteniendo los linfocitos del bazo y estimulados con

Conc-A las siguientes concentraciones de Indo:



Concentracién | Volumen (mL) | Concentracion Final
Indo nmmol
2nM 1nb 0.002 nmol
20 nM 1L 0.02 mmol
2 mv 1ah 0.2 mmol
1/ 2 mmol

d. En presenciade GABA e Indo.

Para este caso, se utiliz6 como constante la concentracion de GABA que dio la
mayor respuesta inhibitoria en los linfocitos y se le afiadié indometacina, segun el
esquema de administracion usado para la Indometacina.

e. Enpresenciade PTXe Indo.

Para este caso, se utiliz6 como constante la concentracion de Picrotoxina que di6
la mayor respuesta estimulatoria en los linfocitos y se le afiadié indometacina,
segun el esquema de Indometacina.

- Para todos los casos, se realizaron los esquemas por triplicado y se homogeneizé
adecuadamente para evitar la formacién de burbujas.

- Ademaés de que se dejaron pozos para realizar viabilidad de cada uno de los analitos
(PTX, GABA, Indo, Con-A) y para viabilidad inicial y final.

- Asi como pozos con PTX, GABA e Indo SIN Con-A, también por triplicado.

- Y seincubo la placa a 37°C durante 48 horas.

Ejemplo de una microplaca para 1 2 345 6 78 3101112
el cultivo de linfocitos: A x| x| x|x]x|x]|x|xX]|x|x|x]|x
B | |x|x[x]x|x]x|x]x]x|x]|n
C |w|w|a|ala|n|y a|le|lo|le|lo
D [B]|EE&|E|AA 2222
E |B| R B[R] | B=] B B| Vi [V
F WP | VPE VPR3 '|.|I'F|1‘|.|I'F||: Ve VicE VBT VoA VeS| VEH Vi
G v |viz vz [wafuecor
H
% Picrovming A1-88 = Picrotoxing + Indomatacing E1-68
7¥ GAEA BES-CH Wi; Viabilids inicial
WF: Viabitidsd firel

(% Indometacina C8-D4 WR1-4: Viabilidad de picrotaxina

A GABA + Indometacing D5-012  WPc: Viabilidad de picrotmdna cte.
WG -B: Viabilidad de GABA
VGe: Viabilidad de GABA cte.
WI4-4: Viahilidad de Indometacin
VCon: Vimbilidad de Consanawaline-A



4.1.7 REDUCCION DEL MTT.

Después de las 48 horas, se revisd que los cultivos de los linfocitos estuvieran bien
y sin contaminarse (observando la microplaca en un microscopio invertido) y después, en
una zona estéril (campana de flujo laminar), se agregd 12 ni de solucién de MTT a cada
pozo, EXCEPTO los pozos que se consideraron para la viabilidad y se homogeneiz6
adecuadamente, evitando formacion de burbujas. Las placas de microcultivo se dejaron
incubando por 4 horas méas a 37°C.

Después de estas 4 horas, se revis6 que los linfocitos hubieran proliferado y
reducido el MTT (observando la microplaca en un microscopio invertido) y enseguida se
solubilizaron los cristales de formazan con 100 nb./pozo de solucion de lisis, EXCEPTO en
los pozos que se consideraron para medir la viabilidad. Se homogeneiz6 adecuadamente,
evitando lo més posible la formacién de burbujas. Después, cada placa de microcultivo se
dej6 en reposo durante 30 minutos Yy posteriormente, se realiz6 la lectura
espectrofotométrica de la cantidad de MTT reducido a una longitud de onda de 490 nm,
en un lector de ELISA.

4.1.8 VIABILIDAD FINAL

Al concluirse las 4 horas necesarias para la reduccién del MTT se cuantificé la
viabilidad celular en los pozos considerados para cada uno de los analitos, asi como la
viabilidad final de las células en condiciones basales.
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5. Resultados.

5.1 VIABILIDAD CELULAR

Para todas las determinaciones de la viabilidad celular con cada una de las sustancias
empleadas en este trabajo (Con-A, PTX, Indo y GABA) se utilizaron linfocitos
provenientes del bazo de ratones, manteniendo una concentracién constante de 3X10°
células/pozo. Se evalud la viabilidad al inicio del experimento (0 horas) y al final del mismo
(51 horas), contando en la camara de Neubauer las células que excluyeron el colorante
supravital Azul tripano.

511 CULTIVOS DE LINFOCITOS CON CON-A

Se determino la viabilidad de los linfocitos del bazo cultivados en presencia de
diferentes concentraciones de Concanavalina-A; en la tabla siguiente se muestran los
valores promedio obtenidos al terminar su tiempo de incubacion en presencia del

mitégeno.

La viabilidad inicial (O horas) fue del 93.3% mientras que la viabilidad final (51 horas) fue
de 62.5%

Tabla 1 Valores promedio de la viabilidad de los linfocitos cultivados con Con-A

Con-A/NaCl 6M (mg/mL) | % Cél. Viables
71.8

78.6
66.2
33.3

N g W

La figura 1 es una representacién grafica de estos mismos valores.
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FIGURA 1.

A mayor concentracion de Con-A, menor es la viabilidad. La mejor concentracion
de Con-a para estimular los linfocitos del bazo in vitro es 3ng/mL
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5.1.2 CULTIVOS DE LINFOCITOS CON PICROTOXINA
Se determind la viabilidad de los linfocitos del bazo cultivados en presencia de

diferentes concentraciones de PTX; en la tabla siguiente se muestran los valores

promedio obtenidos al terminar su tiempo de incubacion.

La viabilidad inicial (0 horas) fue del 98.4% mientras que la viabilidad final (51 horas) fue
de 66.9%.

Tabla 2. Valores promedio de la viabilidad de los linfocitos tratados con PTX

PTX (ng/mL) | % Cél. Viables
0.2 70.7
0.25 714
0.5 72.7
0.75 71.0
10 60.7
20 52.1
40 44.7
80 55.7
100 59.3

La figura 2 es una representacion grafica de estos mismos valores.
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FIGURA 2.

Se inici6 con una viabilidad del 98.4%. En todas las concentraciones de

Picrotoxina se mantiene una viabilidad del 50-70% al final del experimento. Dosis bajas,
de menos de 1 ng/mL son las que producen los porcentajes mas altos de viabilidad en el
cultivo de los linfocitos del bazo.
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5.1.3 CULTIVOS DE LINFOCITOS CON GABA

Se determind la viabilidad de los linfocitos del bazo cultivados en presencia de
diferentes concentraciones de GABA; en la tabla siguiente se muestran los valores

promedio obtenidos al final del experimento

La viabilidad inicial (0 horas) fue del 98.4% mientras que la viabilidad final (51 horas) fue
de 57.4%.

Tabla 3 Viabilidad celular promedio de los linfocitos cultivados en presencia de GABA

GABA (mM) | % Cél. Viables
0.062 56.1
0.125 65.3
0.25 62.9
05 55.1

1 61.1
2 58.4

La figura 3 es una representacion grafica de estos mismos valores.
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FIGURA 3.

Al comienzo del experimento se tenia una viabilidad del 98.4%. En todas las
concentraciones de GABA utilizadas (0.062-2 mM) se mantiene una viabilidad del 55-65%
al final del experimento, por lo que se puede decir que el GABA a las concentraciones

trabajadas no es téxico para las células.
La viabilidad de los linfocitos del bazo cultivados en presencia de GABA, present6 los

valores mas bajos, en comparacion con las otras sustancias probadas (Con-A, PTX e
Indo).
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5.1.3 CULTIVOS DE LINFOCITOS CON INDOMETACINA

También se determiné la viabilidad de los linfocitos del bazo cultivados en presencia

de diferentes concentraciones de Indo; en la tabla siguiente se muestran los valores

promedio obtenidos al terminar su tiempo de cultivo.

La viabilidad inicial (O horas) fue del 98.4% mientras que la viabilidad final (51 horas) fue

de 69.9%.

Tabla 4. Valores promedio de viabilidad de linfocitos del bazo cultivados en presencia de

Indo
Indo (mM) | % Cél. Viables
0.002 58.4
0.02 69.9
0.2 70.0
2 67.9

La figura 4 es una representacidn grafica de estos mismos valores.
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FIGURA 4.

La viabilidad inicial fue de 98.4%. En todas las concentraciones de indometacina
(0.002-0.2 mmol) se mantiene una viabilidad del 58-70% al final del experimento (51

horas). La dosis de 0.2 mmol es la que mejor mantiene la viabilidad de los linfocitos con un

valor del 70%, comparable al efecto que ejerce la PTX.
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5.2 REDUCCION DE MTT IN VITRO

Para todos los experimentos se utilizaron linfocitos provenientes del bazo de ratén, manteniendo una cantidad constante de

células (3X10° por pozo). La prueba se hizo por triplicado y la microplaca se ley6é a 490 nm después de haberlas incubado en

presencia de MTT durante 3 horas. Esta determinacién permite cuantificar cambios en el metabolismo de las células cuando se

tratan con cualquier farmaco y, junto con la viabilidad celular, estima su citotoxicidad.

521

TRATAMIENTO DE LOS LINFOCITOS IN VITRO CON CON-A

Se realiz6 esta curva de Con-A para conocer la dosis 6ptima que estimula a los linfocitos obtenidos del bazo antes de someterlos

a cada tratamiento, ya que los linfocitos no estimulados presentan una respuesta menor a cualquier estimulo.

En la siguiente tabla se muestran los valores promedio obtenidos de la reduccion de MTT en los linfocitos del bazo tratados con

diferentes dosis de Con-A al terminar su cultivo por 51 horas.

Con A (mg/mL) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Promedio Abs 0.219 0.2503 0.2528 0.2805 0.2713 0.2788 0.2418 0.2175 0.2045 0.2123 0.194
Desviacion

estandar 0.01046 0.01436 0.01218 0.03601 0.008057 0.04097 0.02958 0.0167 0.01666 0.01817 0.01671
Error estandar 0.005228 | 0.007181 0.006088 0.01801 0.004029 0.02049 0.01479 0.008352 0.008332 0.009086 0.008357

La figura 5 es una representacion grafica de estos mismos valores
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FIGURA 5.

El uso del mitdgeno Con-A es estimular de manera inespecifica una gran cantidad
de linfocitos, después de lo cual se les puede adicionar cualquier otro farmaco y asi se
amplifica la respuesta de estas células del sistema inmune.

Esta curva se realiz6 para encontrar la dosis éptima del mitbgeno necesaria para
estimular los linfocitos, probandose 10 concentraciones diferentes de Con-A (desde 1
hasta 10 mg/mL). De acuerdo a esta grafica, las dosis Utiles de Con-A son de 3 mg/mLy 5
mg/mL.
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5.2.2 TRATAMIENTO DE LOS LINFOCITOSIN VITRO CON PTX

En la tabla siguiente se muestran los valores promedio obtenidos de la reduccién
de MTT de los linfocitos del bazo estimulados in vitro con diferentes dosis de PTX mas 5

mg/mL de Con-A, al terminar su cultivo por 51 horas.

PTX (ng) 0 10 20 40 80 100
Promedio Abs. 0.2261 0.2328 0.2506 0.2638 0.3199 0.2356
Desviacion

estandar 0.007937 0.02408 0.04066 0.03102 0.03877 0.04117
Error estandar 0.00251 0.007615 0.01286 0.009808 0.01226 0.01302

La figura 6 es una representacion grafica de estos mismos valores.

FIGURA 6.
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En la grafica se observa un efecto dosis respuesta directo. Sin embargo, vemos

una concentracion donde tenemos una reduccibn méxima (80 ng) para nuestras

condiciones experimentales. Este resultado se esperaba porque en una tesis anterior® se

encontré que la PTX

estimulados con el mitbgeno Con-A. Ademas estas, células poseen el receptor GABA

tendia a incrementar la reducciéon del MTT en linfocitos no

por lo que faltaba saber que efecto tendria la PTX en los linfocitos estimulados.

5.2.3

TRATAMIENTO DE LOS LINFOCITOS IN VITRO CON GABA

84

En la siguiente tabla se muestran los valores promedio obtenidos de la reduccién de MTT

de los linfocitos del bazo tratados con GABA mas 5 mg/mL de Con-A, al terminar su

cultivo por 51 horas.

GABA (mM) 0 0.62 0.125 0.25 0.5 1 2
Promedio Abs. 0.2605 0.2397 0.2368 0.2201 0.2269 0.235 0.2303
Desviacion

estandar 0.03137 0.03079 0.0298 0.02278 0.02248 0.02247 0.01602
Error estandar 0.009919 0.009738 0.009424 0.007203 0.007109 0.007106 0.005066

La figura 7 es una representacion gréfica de estos mismos valores.
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FIGURA 7.

En la grafica se observa que conforme aumenta la concentracion de GABA
disminuye la respuesta metabdlica de los linfocitos, al contrario de lo que sucedié cuando
a los linfocitos se les cultivo con la PTX, un antagonista del receptor A para GABA. La
dosis de GABA que mas redujo la actividad metabdlica fue 0.25 mM.

524 TRATAMIENTO DE LOS LINFOCITOS IN VITRO CON INDO

En la tabla siguiente se muestran los valores promedio obtenidos de la reduccién de MTT
de los linfocitos del bazo tratados in vitro con diferentes dosis de Indo mas 5 mg/mL de
Con-A, al terminar su cultivo por 51 horas.
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Indo (M) 0 0.002 0.02 0.2 2

Promedio Abs. 0.2674 0.2923 0.298 0.2821 0.2738
Desviacion
estandar 0.01725 0.02235 0.02974 0.02526 0.02229

Error estandar 0.004979 0.006452 0.008586 0.007292 0.006435

La figura 8 es una representacion grafica de estos mismos valores.

FIGURA 8.

En este experimento se obtuvo un ligero aumento en la reduccion de MTT a la
concentracion de 0.02 mM de Indo; solo una concentracion de este antiinflamatorio
estimulé significativamente a los linfocitos en la reduccion del MTT. Hay autores que
reportan que la Indo disminuye la Infoproliferacion pero también hay otros autores que
han encontrado lo contrario. El trabajo solo estudié el efecto de los farmacos sobre la
reduccién de MTT y no la linfoproliferacion.
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5.2.5
INDO

TRATAMIENTO DE LOS LINFOCITOS IN VITRO CON PTX (80 ng) E

En la tabla siguiente se muestran los valores promedio obtenidos de la reduccién de MTT

de los linfocitos del bazo tratados con una dosis constante de PTX (80 ng) mas diferentes

dosis de Indo en presencia de 5 mg/mL de Con-A al terminar su cultivo.

Indo (M) Basal 0 0.002 0.02 0.2 2
Promedio Abs. 0.2674 0.2883 0.2775 0.2825 0.2667 0.2748
Desviacion

estandar 0.01725 0.01063 0.01409 0.01357 0.01439 0.03208
Error estandar | 0.004979 0.003068 0.004067 0.003919 0.004153 0.009261

La figura 9 es una repres entacion gréfica de estos mismos valores.

FIGURA 9.

171



Se puede observar que no existe diferencia significativa en la reduccion del MTT

cuando los linfocitos se cultivan en presencia de PTX, a una dosis de 80 ng mas

diferentes dosis de Indo.

5.2.6
INDO

TRATAMIENTO DE LOS LINFOCITOS IN VITRO CON GABA (0.2 mM) E

En la tabla siguiente se muestran los valores promedio obtenidos de la reduccién de MTT

de los linfocitos del bazo tratados con una dosis constante de GABA (0.2 mM) mas

diferentes concentraciones de Indo en presencia de Con-A (5 mg/mL).

Indo (M) Basal 0 0.002 0.02 0.2 2
Promedio Abs. 0.2674 0.2639 0.2927 0.2665 0.2541 0.2612
Desviacion

estandar 0.01725 0.01888 0.02213 0.01324 0.03395 0.04318
Error estandar | 0.004979 0.00545 0.006388 0.003821 0.009801 0.01247

La figura 10 es una representacion gréfica de estos mismos valores.

FIGURA 10.
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La figura 10 presenta un aumento significativo en la reduccion de MTT cuando se
administra in vitro GABA (a una dosis que probd ser inhibitoria de esta actividad
metabdlica) mas Indo, a las diferentes dosis empleadas anteriormente (figura 9).

Al comparar estos resultados (figura 10) con los de la figura 7 (reduccion de MTT en
linfocitos tratados con GABA in vitro) se puede apreciar que la Indo presenta un efecto
contrario al que manifesté el GABA al combinar ambos farmacos.

La bibliografia refiere que la Indo y el GABA disminuyen la proliferacion de los linfocitos
cuando se administran in vitro.

En este trabajo experimental sélo se estudio el efecto de estas sustancias (y otras mas)

solas y en combinacién, sobre la actividad metabdlica de los linfocitos provenientes del

bazo, en ratones Balb-C.
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6. Analisis estadistico.

6.1 PRUEBA DE TUKEY.

Esta prueba es indicada para hacer el analisis estadistico de los datos

experimentales porque es una de las que se utilizan para analizar si existen diferencias

significativas al comparar de manera multiple diferentes grupos de datos.

experimentos realizados.

El nivel de significancia establecidos fue del 95% y 99.9% para todos los

En las siguientes tablas se muestran las comparaciones que presentan diferencia

significativa.

a)

b)

Concanavalina-A

Prueba de Comparacion multiple de

Tukey (Con-A mg/mL) Valorde P

0 vs3 P <0.05

Ovs5S P <0.05

Picrotoxina
Prueba de Comparacion multiple de valor de P
Tukey (Plcro ng/mL))

Ovs 80 P <0.001

10vs 80 P <0.001

20 vs 80 P <0.001

40 vs 80 P <0.01

80 vs 100 P <0.001
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c)  GABA

Prueba de Comparacion multiple de
Valor de P
Tukey (GABA mM)
0vs 0.25 P <0.05
d) Indometacina
Prueba de Comparacion multiple de
Valor de P
Tukey (Indo mM))
0vs 0.02 P <0.05

e) Picrotoxina + Indometacina

Las comparaciones multiples por la prueba de Tukey no presentan diferencia significativa.

f) GABA + Indometacina

Prueba de Comparacion multiple de
Valor de P
Tukey (GABA mM + Indo mM)
0.002vs 0.2 P <0.05
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7. Discusion de resultados.

Las ciclooxigenasas (COX) son las enzimas que convierten el 4cido araquidénico
en prostaglandinas (PG), las cuales son uno ¢ los mediadores mas importantes de la
respuesta inflamatoria, pero también de numerosos procesos fisiol6gicos como la fiebre y
la modulacién de la respuesta del sistema inmune.

Paradogjicamente, aunque son excelentes inductores de reacciones nflamatorias,
las PG también tienen efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores. La adicion de PG a
cultivos de linfocitos les inhibe la proliferacion y la produccion de citocinas. La PGE2
inhibe la diferenciacion de los linfocitos TH1 y disminuye la expresion de receptores para
IL-12 (IL-12R); asimismo, suprime la produccion de IL-12 inducida por lipopolisacaridos
(LPS). La PGE2 también suprime la produccion de IL-2 por los linfocitos T”°. Este efecto
sobre las poblaciones de linfocitos TH1 es diferente al efecto que las mismas PGE2 tienen
sobre los linfocitos TH2, ya que a éstos les aumentan la produccion de la IL-4 y la
respuesta proliferativa de los linfocitos B™.

A la inversa, cuando a los cultivos de linfocitos se les adiciona algunos de los
inhibidores de la sintesis de PG, como la indometacina (Indo), les aumenta la proliferacion
y el grado de activacion. Indo mejora la respuesta tipo-TH1, principalmente la produccion

de IL-12, éxido nitrico e interferon-gamma’®.

La Indo forma parte de la familia de las drogas anti-inflamatorias no esteroideas

(NSAID), las cuales se caracterizan porque reducen la sintesis de PG, aumentan la
proliferacion de los linfocitos e incrementan la sintesis de varias citocinas, como el TNFa,

que estimulan a los linfocitos T*2. En los humanos y después de un estrés fisico intenso,
la Indo aumenta considerablemente los niveles en el suero de TNFa, IL-6 e IL-10”. Esos

efectos de la Indo sobre el sistema inmune han conducido a recomendar el uso de estos
inhibidores de COX durante la inmunoterapia del cancer®. Al contrario, los tratamientos
con anti-depresivos, que disminuyen la produccion de TNFa, no son recomendables para

las personas en tratamiento por cancer.
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En este sentido conviene sefialar, aunque parezca paraddjico, que a pesar de que
las NSAID se administran por su potente efecto anti-inflamatorio, al elevar la produccion
de TNFa estan aumentando la sintesis de una de las citocinas pro-inflamatorias mas

potentes.

En los Ultimos afios se ha comprendido que las PG forman una familia de
moléculas similares que tienen un espectro heterogéneo de actividades biolégicas.
Administrar una NSAID y disminuir la sintesis de las PG, provoca una serie de
consecuencias, algunas de las cuales son favorables mientras otras resultan
completamente deletéreas. Un ejemplo puede ser el caso reciente acerca de los efectos
perjudiciales que tiene la administracion del VIOXX (un anti-inflamatorio de la familia
NSAID) y de como su fabricante Merck y la FDA decidieron retirarlo del mercado en medio
de las demandas de los usuarios y a pesar de su efectividad como un anti-inflamatorio™.
Es indudable que la manipulacién farmacolégica del dolor y la inflamacion forma parte de
un capitulo muy complejo que todavia no se cierra y sobre el cual es necesario continuar
investigando. En esta linea esta incluido el presente trabajo, que explora los probables
efectos colaterales de la Indo sobre la actividad metabdlica de los linfocitos.

Los efectos de las NSAID sobre los linfocitos ya han sido estudiados desde hace
afios’® y, méas recientemente, se ha observado interés por conocer los efectos de las
NSAID sobre las células del sistema inmune en situaciones tales como el cancer o el
estrés®. En esos casos, la enfermedad primaria provoca cambios en la produccion de
sustancias que influyen sobre la respuesta del sistema inmune de una manera que

contrarresta o potencializa los efectos colaterales de los NSAID.

Inicialmente, se propuso que la Indo actuaba principalmente sobre los monaocitos y
les provocaba una disminucién en su sintesis de PG. De este modo, indirectamente, el
efecto de la Indo sobre los monocitos facilitaba la respuesta de los linfocitos, solamente
porgue éstos dejaban de estar bajo la acciéon supresora de las PG. Sin embargo, estudios
posteriores sobre una linea Jurkat de células linfoides tumorales permitieron estudiar la
respuesta de los linfocitos en un medio que no contenia monocitos y los resultados
mostraron que la hdo actuaba directamente sobre las células linfoides y tenia un efecto
estimulante sobre ellas. Hasta ahora no se han encontrado evidencias de que los
linfocitos puedan sintetizar PG™. Pero si se ha establecido que los linfocitos y los
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macroéfagos del sistema inmune pueden estar sujetos a condiciones particulares (ya se
menciond el estrés y el cancer, pero se podria citar el embarazo o el envejecimiento) en

las cuales los linfocitos no van a responder a la Indo de una manera convencional.

En el momento de disefiar los experimentos del presente trabajo, nosotros hemos
aceptado los antecedentes en favor de que el efecto de los NSAID sobre las células del
sistema inmune puede ser una consecuencia de mecanismos que actuan tanto directa
como indirectamente. Sin embargo, no decidimos estudiar como Rhind el efecto de la
Indo sobre las citocinas que producen las células del sistema inmune, sino mas bien el
efecto de la Indo sobre la actividad metabdlica de linfocitos del sistema inmune que han
estado expuestos a productos del sistema nervioso central (SNC).

Para ello los experimentos se disefiaron con cultivos de linfocitos a los cuales se les
afnadi6é (a) GABA que es un neurotransmisor inhibidor que puede actuar sobre la actividad
metabdlica de los linfocitos y (b) Picrotoxina (PTX) que un antagonista de los receptores
A para GABA. Trabajos preliminares'® habfan demostrado que los linfocitos responden al
efecto de GABA pero no existen datos sobre el efecto que pudiera tener la PTX sobre
ellos. La hipétesis de nuestros experimentos propone que la adicion de Indo al medio de
cultivo va a modificar la actividad metabdlica de los linfocitos independientemente de que
hayan sido o no tratados con GABA y el antagonista de su receptor.

Los resultados nos muestran que a ciertas dosis (0.02 nM) la Indo puede aumentar
significativamente la actividad metabdlica de los linfocitos cuando éstos se encuentran en

un medio sin GABA ni PTX. Pero cuando la Indo se afiadié a cultivos de linfocitos que
estaban pre-incubados con GABA o PTX, los resultados fueron diferentes.

En la primera parte del estudio se pudo comprobar que los linfocitos incubados con el
antagonista del receptor para GABA (Picrotoxina) aumentaban progresivamente su
capacidad para reducir el MTT en una forma dependiente de la dosis. Desde un valor de
0.23 + 0.024 a otro de 0.32 + 0.04, para dosis de PTX iguales a diez y 80 ng,
respectivamente. A mayor cantidad de PTX en el medio (desde diez hasta 80 ng), se
observd mayor reduccion de MTT. Este resultado no se esperaba, porque la PTX
directamente no modifica el flujo de iones cloro por el canal del receptor para GABA, sino
gue simplemente bloquea el efecto de un GABA pre-existente. Nosotros suponemos que
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ese GABA, gue es necesario para explicar el efecto de la PTX, probablemente estaba
presente en el suero con el que se suplement6 el medio de cultivo. Cuando se afiadio la
PTXal medio de cultivo, desaparecio ese efecto inhibidor del GABA del medio.

Pero méas adelante, cuando se afiadio la Indo al medio de cultivo entonces todas las
células mostraron el mismo débil efecto estimulante. Las células incubadas solamente
con 0.02 mM de Indo tenian valores de reduccion del MTT cercanos a 0.3 pero al afadir la
Indo a células que ya tenian PTX los valores promedio fueron ligeramente mas bajos y
estuvieron entre 0.26 y 0.27 + 0.017, con o sin una cantidad constante de PTX. Nosotros
esperabamos que los efectos de la PTX y la Indo se sumaran, pero aparentemente no fue

asi.

Con estos resultados no podemos conocer exactamente el mecanismo por el cual la
adicion de Indo suprime las diferencias entre los linfocitos control sin PTX y los linfocitos
problema con PTX Pero se puede dejar para futuras investigaciones el estudio de los
mecanismos por los cuales la Indo, que reduce las PG producidas por los macréfagos
(que también se encuentran en el medio de cultivo), no suma su efecto estimulante al de
la PTX que bloguea el efecto inhibidor del GABA.

El tratamiento con GABA a dosis entre 0.6 y 2 mM solo modifico la reduccion in vitro
del MTT por las células del bazo de los ratones estudiados. No hubo diferencias entre los
controles sin GABA vy las células incubadas con cantidades crecientes de ese
neurotransmisor inhibitorio. Esto era de esperarse, ya que el efecto del GABA reduce a
la basal las actividades metabdlicas de los linfocitos. En estas células pre-incubadas con
GABA, una dosis de la Indo (0.002 nM) aumenté significativamente la reduccién del MTT,
lo cual fue un resultado esperado. Pero con el disefio de este experimento, utilizando una
poblacion heterogénea de células del bazo, es imposible aclarar si la Indo redujo o no la
produccion de PG por los monocitos/macréfagos o estimulé directamente las células
linfoides. De todos modos, fue obvio que las pequefnas dosis de Indo utilizadas anularon
in vitro el efecto del GABA y que, tedricamente, in vivo podrian haber tenido el mismo
efecto modulador. De este modo, los resultados confirman que la terapéutica aplicada en
los procesos inflamatorios (infecciosos) no solo reduce la inflamacion sino ademas puede
influir sobre la modulacién de la respuesta defensiva de los linfocitos, en la que también

pueden participar neurotransmisores.
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8. Resumen.

En este trabajo experimental se estudio, a través de la técnica de reduccion del
MTT, el efecto que tienen diferentes dosis del acido gamma aminobutirico (GABA), la
Picrotoxina y la Indometacina, sobre la actividad metabdlica de los linfocitos estimulados
con la Concanavalina-A. Se trabajo sobre cultivos del linfocitos de bazo provenientes de
ratones BALB/C. el trabajo se fundamenta en los antecedentes que han probado, en los
ultimos 25 afios, la existencia de una comunicacion bidireccional entre los sistemas
inmune, nervioso y endocrino. Los tres sistemas comparten la capacidad para producir
receptores y sus respectivos ligandos (citocinas, neurotransmisores y hormonas) que
actian como mensajeros de cada uno de estos sistemas y también entre ellos. Asi, los
cambios fisiolégicos en la produccién de los ligandos y los receptores para estos
mensajeros conforman un sistema de comunicacion que ayuda a mantener el estados de
equilibrio u homeostasis en el cuerpo y que, cuando se altera, se encuentran relacionados
con una diversidad de enfermedades.

El 4cido gamma aminobutirico es el ligando natural de los receptores para GABA
tanto en el sistema nerviosos asi como en los tejidos periféricos. Es uno de los
reguladores de la transmisién sinaptica en el cerebro, regulando funciones como la
agresion, aprendizaje, memoria y la respuesta de estrés. La presencia de sus receptores
sobre los linfocitos ha sido recientemente reportada y se ha visto que, a bajas
concentraciones, inhibe su respuesta inflamatoria, la progresion en el ciclo celular,
procesos autoinmunes y su citotoxicidad. Los antagonistas del receptor para GABA, como
la Picrotoxina, blogquean ese efecto. La indometacina es un farmaco antiinflamatorio que
se utiliza para inhibir los sintomas de enfermedades degenerativas crénicas y que puede
actuar sobre los linfocitos de una manera opuesta al GABA.

El objetivo principal de este trabajo fue estudiar el efecto que tiene sobre la
actividad metabdlica de los linfocitos cultivados con diversas dosis de GABA y de la
indometacina, solas o combinadas, con la finalidad de establecer si su efecto es o no
aditivo. También se busco conocer el efecto que ejerce la Picrotoxina sobre los linfocitos.
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Hasta este momento solo se conoce los efectos del GABA sobre los Infocitos
pero, se desconoce el efecto que tiene la Picrotoxina o el efecto que pudiera tener in vitro
la adicion de GABA e Indometacina juntas sobres las funciones de los linfocitos de
ratones BALBI/c.

Los resultados demostraron que 1) el GABA inhibe la respuesta metabdlica in vitro
de los linfocitos previamente estimulados, a la dosis de 0.25 mM, 2) la Picrotoxina
estimula esta respuesta de manera significativa a dosis de 80 ng, 3) la Indometacina
también estimula la actividad metabdlica de los linfocitos del bazo, solo que a una dosis
de 0.02 nM, 4) cuando se combina la Picrotoxina con la Indometacina, esta ultima anula el
efecto estimulatorio de la PTX a todas las dosis usadas, desde 0.002 mM hasta 2 mM, y
5) paraddjicamente, la Indometacina también anula los efectos inhibitorio que ejerce el
GABA sobre la reduccion del MTT.
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9. Conclusiones.

1.- La Concanavalina A es un buen mitdégeno in vitro para los linfocitos del bazo, los

cuales aumentan su capacidad de reducir el MTT, cuando se le adiciona en el cultivo.

2. La Picrotoxina estimula la reducciéon de MTT en los linfocitos del bazo en una forma

dependiente de la dosis pero, solo a 80 ng el aumento fue significativo.

3.- El GABA disminuye la reduccion del MTT en los cultivos de los linfocitos, aunque
solo es significativa cuando se us6 a 0.25 mM.

4.- La Indometacina esimulé la reduccion del MTT por los linfocitos del bazo pero el
incremento solo fue significativo a una dosis de 0.02 iV

5.- Cuando la Indometacina y la Picrotoxina se afiadieron juntas al cultivo de los
linfocitos del bazo, todas las dosis de Indometacina, desde 0.002 nmM hasta 2 nM,

anularon el efecto estimulatorio que ejerce la Picrotoxina en la reduccion del MTT.

6.- La indometacina también anula el efecto inhibitorio que ejerce el GABA sobre la

reducciéon del MTT.
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Apéndice 1.

Vias metabdlicas alternativas para GABA

(C H3)3 N'C Hz'C Hg‘o 'C'C Hz'C Hz'C H2'N H2 CHZ‘IC:H(OH) ‘C Hz'COO H

-aminobutirilcolina -C-NH CH,-CH,-CH.- b . . L
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NH, Acido g-guanidinobutirico
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Apéndice 2.
Equipo, Soluciones y Reactivos

D R . D I P S D P S S D . S S D S D D S o

EQUIPO

Campana de flujo laminar

Placas de 96 pozos estériles

Micropipetas individuales automaticas y multicanal
Puntas de micropipetas estériles y no estériles
Hemocitometro con cubreobjetos (Camara de Neubauer)
Jeringas de 5 mL estériles

Contador de células manual

Recipientes de unicel y plastico

Guantes de latex

Tubos de centrifuga estériles de 15 mL

Estufa de cultivo con CO,

Microscopio de luz e invertido

Agujas de jeringas de 1 mL estériles

Caja Petri estériles

Equipo y tabla de diseccién

Hielo

Céamara de vidrio con tapa

Centrifuga

Viales

Gradillas

Cronémetro

Alcohol al 70% y algoddn

Eter
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2. SOLUCIONES Y REACTIVOS

R/

«» Medio de cultivo:

* Medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado al 10% con suero bovino fetal
(Gibco) el cual debera estar previamente inactivado por calor (56°C durante 30

min.), también se le afiade:

*

Antibidticos al 1%: Penicilina G sodica (10,000 U/mL), sulfato de Estreptomicina
(20,000 mg/mL)

Aminoacidos no esenciales (Gibco) al 1%

Piruvato 100 mM (Gibco) al 1%

Acido N-2-hidroxietil piperina N-2-etanosulfonico (HEPES) (Gibco) 25 mM al 0.5%
Bicarbonato de sodio (NaHCO5) al 2%

* % % ot

Si es necesario, ajustar a pH 7.2 — 7.4. El medio de cultivo se mantiene a 4°C.

% Solucién de Hanks:

Disolver las siguientes sales en 300 mL de agua destilada:

* KCI 0.40g¢g
*  Na;HPO,-7H,O 0.309 g
* KH,PO, 0.06 g
* NaHCO; 0.35¢g
* CaCl, 0.14¢
*  MgCh-6H,0 0.10g
* MgSQO;,:7H:0 0.10g
* NaCl 8.0g

* D-Glucosa 10g

Agregar agua destilada para 1 litro. Ajustar pH a 7.4 con HCI 1M o NaOH 1M antes de
llevar al aforo. Filtrar para esterilizar. Se puede guardar hasta 1 mes a 8°C. Las

cantidades y el volumen pueden variar siempre que se mantenga la proporcion.
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7

% Solucién de azul tripano

*  Azul tripano 0.4% en SSI estéril.

Se guarda a temperatura ambiente.

/7

«» Solucion de Concanavalina-A:

* Concanavalina-A (Sigma) 25 mg
* NaCl 6M 10 mL

Se agita durante toda la noche. Esta solucién tiene una concentracion de 2.5 mg/mL.
Realizar los célculos necesarios para preparar diferentes diluciones, las cuales se realizan

en medio de cultivo RPMI 1640 y en una zona estéril. Guardar en congelacion.

«» Solucién de Picrotoxina.

* Picrotoxina (Sigma) 1 mg
* Medio de cultivo RPMI 1640 1mL

Se prepara esta solucion en una zona estéril. Esta solucion tiene una concentracion de

1mg/mL (1000 ng/mL). Realizar los célculos necesarios para preparar las diferentes

diluciones las cuales se realizan en medio de cultivo RMPI 1640.

« Solucién de GABA

* GABA 1.030¢g
* Medio de cultivo RPMI 1640 2.5 mL

Se prepara esta solucion en una zona estéril. Esta solucién tiene una concentracion de 4
mM. Se disuelve y se guarda en congelacion. Realizar los célculos necesarios para
realizar las respectivas diluciones, las cuales se van a realizar en medio de cultivo RPMI

1640.
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% Solucién de Indometacina.

* Indometacina 21.5mg
* Etanol absoluto 3mL

Esta solucion tiene una concentracion de 0.020 mM. La indometacina se debe disolver
primero en el menor volumen de etanol absoluto. y se guarda en refrigeracion. Realizar
los calculos necesarios para realizar las respectivas diluciones, las cuales se van a

realizar en medio de cultivo RPMI 1640.

< Solucion de MTT

*x MTT 25 mg
* SS| estéril 5mL

Se prepara esta solucion en una zona estéril. Proteger el MTT de la luz. Realizar los
calculos necesarios para realizar ks respectivas diluciones, las cuales se van a realizar

en SSI estéril, se protegeran de la luz y se guardaran en congelacion.

R/

«» Solucion de lisis

* HClI O0.1N
* SDS 10%

Agregar el SDS muy lentamente y agitar suavemente hasta la disolucion del SDS, para
evitar la formacion de burbujas. Tener cuidado de NO calentar la solucion. Mantener a
temperatura ambiente.
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Apéndice 3.

Abreviaturas

(NH,),SO0, Sulfato de amonio

°C Grados centigrados

12-HETE Tromboxano 12-hidroxitetraenoico
12HPETE Acido hidroperoxideicosatetraenoico
3-APA Acido-3-aminopropilfosfonico
3-APMPA Acido-3-aminopropil (metil) fosfinico
3-APPA Acido-3-aminopropilfosfinico
3a-5HaTHP 3a-hidroxi-5a-pregnan-2-ona

5-HT Serotonina o 5-Hidroxitriptamina

A Adrenalina

AC Adenilatociclasa

Ach Acetilcolina

ACTH Hormona adrenocorticotrofica
AMPc Adenosilmonofosfato ciclico

Arg Arginina

Asp Acido aspartico

ATP Adenosintrifosfato

BCR Receptor de antigenos de superficie
BZP Benzodiazepinas

CACA Acido cis-4-aminocrotonico

CaCl, Cloruro de calcio

CAM Moléculas de adherencia molecular
CAMP Acido cis-2-aminometil-ciclopropano carboxilico

Células NK  Células asesinas naturales (natural Killer)
CMH (HMC) Complejo mayor de histocompatibilidad

CO, Diéxido de carbono
COMT Catecol-metiltransferasa
Con-A Concanavalina-A

Cox Ciclooxigenasas
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Cox-1
Cox-2
Cox-3
CSF
DAG
DMCC
DMSO
DNA
DNAc
E
ELAM
Elisa
Absorbente)
Fc
FcR
FGF

G CSF

g
GABA

GABA,
GABAg
GABA:
GABAR
GABA-T
GABOB
GAD
GDP
GHB
GIF

Gli
GM-CSF
GMPc
GTP
HCI

Ciclooxigenasa constitutiva
Ciclooxigenasa inducible
Ciclooxigenasa sensible a acetaminofen
Factores estimulante de colonias
Diacilglicerol

metil-6, 7-dimetoxi-4-etil-b-carbolina-3-carboxilato
Dimetilsulfoxido

Acido desoxirribonucleico

DNA complementario

epinefrina

Molécula de adhesion a endotelio

(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (Ensayo Inmunoenzimatico

Fragmento cristalizable

Receptor para fraccion Fc

Factor de crecimiento de fibroblastos

Factor estimulantes de colonias de granulocitos

gramos

acido g-aminobutirico

Receptor A para GABA

Receptor B para GABA

Receptor C para GABA

Receptor para GABA

GABA-Transaminasa o GABA-a-oxoglutarato transaminasa
Acido-g-amino-b-hidroxibutirico

Acido glutamico Descarboxilasa o glutamico Descarboxilasa
Guanidindifosfato

¢ hidroxibutirato

Factor incremento glucocorticoide

Glicina

Factor estimulante de colonias de granulocitos-monocitos
Guanidinmonofosfato ciclico

Guanidin trifosfato

Acido clorhidrico
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Hepes Acido-N-2-hidroxietil-piperina-N-2-etanosulfonico

HHA Eje hipotalamico-hipofisario-adrenal
HPBL Leucocitos de sangre periférica
I4AA Acido imidazol-4-acético

ICAM-1 Molécula 1 de adhesion intracelular
IgA Inmunoglobulina A

IgD Inmunoglobulina D

IgE Inmunoglobulina E

IgG Inmunoglobulina G

IgM Inmunoglobulina M

IL Interleucinas

IL-1 Interleucina 1

IL-1ra Receptores de interleucina 1

IL-2 Interleucina 2

Indo Indometacina

INF-g Interferén-g

IP3 Inositolfosfato

KCL Cloruro de potasio

kDa Kilodaltons

KH,PO, fosfato acido de potasio

LGL linfocitos granulosos grandes

Li Litio

LPS Lipopolisacaridos

LTs Leucotrienos

LYP Largo periodo de potenciacion
MAO Monoaminooxidasa

M-CSF Factor estimulante de colonias de monocitos
MgCl, Cloruro de magnesio

min. Minutos

mL mililitros

mM milimolar

MmRNA RNA mensajero

MTT Sal de tetrazolio (3-(4, 5-dimetiltiazol-2-ol)-2, 5-difeniltetrazolio)
mV milivolts
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NA
Na,HPO,
nNAChR
NaCl
NADH
NADPH
NaHCO;
NaOH
NDV
NGF

nm
NMDA
NO
NSAID

P

P4S
PAD
PAF
PCOX-1
PCR
PGs

pH

Phe
PKA
PKC
PTX
RNA
RT-PCR
SAS
SDS
SNC

SP

SS
SSDH

Norepinefrina, noradrenalina

fosfato sodico

Receptor acetilcolina-nicotinico

Cloruro de sodio

Nicotinamida adenin dinucleotido
Nicotinamida adenin dinucleotido fosfato
Bicarbonato de Sodio

Hidroxido de sodio

Virus de Newcastle

Factor de crecimiento epidémico
nanometros

N-metil-D-aspartato

Oxido nitrico

Antiinflamatorios no asteroideas
Properdina

Acido piridin-4-sulfonico
Despolarizacién de los aferentes primarios
Factor activador de plaquetas

Proteinas derivadas de COX

Reaccion en cadena de la polimerasa
Prostaglandinas

potencial hidrogeno

Fenilalanina

Proteincinasa A

Proteincinasa C

Picrotoxina

Acido Ribonucleico

Reaccion en cadena de la polimerasa de trascripcion reversa
Semialdehido succinico

Dodesilsulfato de sodio

Sistema nervioso central

Sustancia P

Semialdehido succinico

Semialdehido succinico deshidrogenasa
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SSi
TACA
TBPS
TCR/CD3
TGF-b
Th

THIP
THIP
TMs
TNF
TPMPA
TxA2
TXs
VCAM-1
ng

L

Solucién salina isotonia

Acido trans -4-aminocrotonico
t-butilciclofosforotionato

Receptor células T/ CD3

Factor transformador del crecimiento b
Linfocitos Helper o cooperadores

4, 5, 6, 7-tetrahidroisoxazolo [5, 4-c] piridin-3-ol
Tetrahidroisoxazolopiridina

Dominios transmembranales

Factor de necrosis tumoral

Acido (1, 2, 3, 6-tetrahidropiridine-4-ol)metilfosfinico
Tromboxano A2

Tromboxano

Molécula de adherencia de células vasculares
microgramos

microlitros
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