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1. Resumen 1. RESUMEN

El Piracetam, es un fdrmaco nootrépico de la familia de la pirrolidéna, el cual induce en los canales
de calcio tipo N (Ca,2.2) de neuronas simpaticas de rata, (las cuales son una preparacién nativa de
neuronas periféricas), una reduccién en la amplitud de la corriente de calcio (Ic;) de manera
selectiva, rapida, reversible y dependiente de la dosis de manera extracelular. A demads, este
farmaco induce en el canal de calcio tipo N un cambio en su sensibilidad al voltaje, hacia
potenciales mas hiperpolarizantes, incrementando su actividad, sin afectar la cascada de

sefializacion ligada al canal.



2.1 Canales de calcio

2. INTRODUCCION
2.1 CANALES DE CALCIO

Los canales de calcio, como el resto de los canales 2.2 TIPOS DE CANALES DE CALCIO
2.3 LA ESTRUCTURA DE LOS CANALES
DE CALCIO

presentan mecanismos de apertura y cierre del poro en 2.4 PROTEINAS G Y SU PAPEL EN LA
MODULACION SENSIBLE AL

ibnicos, son proteinas transmembranales, los cuales

respuesta a diversos estimulos biolégicos, como la union VOLTAJE DE LOS CANALES DE

CALCIO
2.5 SENSIBILIDAD AL VOLTAJE

de la célula (Yallen, 1998). 2.6 MOLECULAS QUE
INTERACCIONAN CON SITIOS
ESPECIFICOS DE LOS CANALES

IONICOS
expresados en el sistema nervioso de los mamiferos, sin 2.7 SITIOS DE INTERACCION DE LA

de un ligando o un cambio en el voltaje de la membrana

Existe una gran variedad de canales de calcio

embargo, son los canales de calcio tipo N los que SUBUNIDAD o )
2.8 FARMACOS NOOTROPICOS Y

DERIVADOS PIRROLIDONICOS
periféricas (Elmslie, 2003). De estos canales depende la 2.9 EL PIRACETAM

predominan en las terminales sinapticas centrales y

entrada de calcio, que a su vez controla la liberacion del
neurotransmisor. Por lo tanto, la accion de sustancias que puedan modular a estos canales
es particularmente relevante, porque puede dar lugar a una modificaciébn funcional de la

transmision sinaptica.

Hay principalmente dos superfamilias de canales ionicos, los que son sensibles al voltaje y
los dependientes de ligando (Hille, 2001). Los canales con sensibilidad al voltaje, responden
al potencial de membrana y son la base del potencial de accién, estos canales son
selectivamente permeables a iones de Na®, K', Ca’" y CI (Figura 1), mientras que los
dependientes de ligando, se encuentran regulados por sefiales quimicas que se unen a
dominios extracelulares o intracelulares sobre estas proteinas. Este tipo de canales pueden
ser selectivos para iones especificos como K* o ClI' o permeables a todos los cationes
fisiologicos (Figura 1). Incluso, hay otro tipo de canales los cuales son sensibles al

desplazamiento mecénico o a cambios en la temperatura (Purves, et a/, 2004 ).



ES CON PUERTA DE VOLTAJE CANALES CON PUERTA DE LIGANDO

Figura 1. Canales sensibles al voltaje y canales dependientes de ligando (Tomado de Purves, et al,

2003)

El incremento del calcio libre en el citoplasma puede provenir de diferentes fuentes. Una de
ellas es mediante la entrada de calcio a través de canales selectivos para este i6n. Estos
juegan dos tipos de acciones fisiologicas principales. Una de estas es produciendo la
despolarizacion eléctrica cuando los iones de calcio cruzan la membrana a través de los
canales, en forma semejante a como lo hacen otros iones como los de sodio o los de
potasio. Sin embargo, existe otro mecanismo de accion del calcio, semejante al del AMP
ciclico, al del IP3, o al de cualquier otro mensajero de las vias de sefalizacion intracelular.
Un aumento transitorio en el calcio libre intracelular puede iniciar cambios de muy diverso
tipo como lo es a nivel de la transcripcion genomica, la migracion celular o la liberacion de
un neurotransmisor o de una hormona. De esta forma el calcio se comporta como un
mensajero intracelular. En este sentido, los mecanismos que afectan la entrada de calcio

pueden establecer modificaciones en las funciones de la célula.

Los canales de calcio sensibles al voltaje son sumamente importantes para el inicio de las
sefales eléctricas, mediante la despolarizacion de la membrana celular a través de un flujo
de iones de calcio, los cuales desencadenan el inicio de multiples funciones del organismo,
como lo son el inicio de la contraccion muscular, la secrecion, la neurotransmision, entre

otros (Catterall, et a/, 2007).



La modulacion de estos canales mediante mecanismos que modifican su sensibilidad al
voltaje y aquellos insensibles al voltaje, destacan por la gran cantidad de informacion

disponible sobre los mediadores intracelulares que los afectan.

2.2 Tipos de canales de calcio

El uso de farmacos, toxinas selectivas y propiedades biofisicas, han permitido tanto en
neuronas nativas como en otro tipo de células la identificacion de seis diferentes tipos de
corrientes de calcio, las cuales corresponden a un tipo de canal en particular, los cuales son

los tipos L, N, P/Q, Ry los tipo T (Dolphin, 2005).

En los tejidos se encuentran principalmente dos tipos de corrientes de calcio, una es
activada por pequenas despolarizaciones de la membrana y muestra una inactivacion rapida
sensible al voltaje, a este tipo de de corrientes se les denomina de bajo umbral (LVA por
sus siglas en inglés). Los canales de bajo umbral, Unicamente presentan un tipo de canal,

los denominados tipo T (transient en inglés) (Dolphin, 2005).

El segundo tipo de corrientes son aquellas que se activan a grandes despolarizaciones de la
membrana celular, y a estas se les denomina de alto umbral (HVA por sus siglas en inglés).
Este tipo de corrientes corresponden a diferentes tipos de canales, los cuales pueden
predominar en determinados tejidos que conforman a un organismo (Dolphin, 2005). Los

HVA comprenden los tipo L, N, P/Q y R.

Los canales de calcio tipo L (long lasting en inglés) son sensibles a antagonistas organicos
como lo son las dihidropiridinas, las fenilalquilamidas y las bazodiazepinas. Este tipo de
canales se encuentran principalmente en los musculos, neuronas, células marcapaso del

corazbn y células endocrinas (Catterall, et a/, 2005).



Los canales de calcio tipo N (neuronal), presentan una conductancia intermedia (13-18 pS),
este tipo de canales son sensibles a la ®-conotoxina GVIA (0-CTX GVIA), la cual es una
toxina del molusco Conus geographus (Olivera, et al, 1984 ). Este tipo de canales determinan

la entrada de Ca®' en las terminales nerviosas presinapticas (Garcia-Ferreiro, 2001).

Las corrientes de calcio tipo P (Purkinje) se han reportado en diversos tejidos. Este tipo de
canales son sensibles al veneno m-Agatoxina IVA (w-Aga IVA) del aracnido Agelenopsis
aperta, sin embargo, grandes concentraciones de esta toxina pueden bloquear al componente
Q, por lo que la diferencia entre las corrientes P y Q no se han aclarado del todo (Dolphin,
2005). Este tipo de canales se encuentran en las terminaciones dendriticas y generalmente

en las neuronas (Catterall, et a/, 2005).

La corriente residual, es la denominada R (por resistente a las toxinas conocidas
inicialmente), para la cual durante mucho tiempo no se le habia encontrado un bloqueador
selectivo. Sin embargo, ya se ha reportado que este canal es sensible al veneno SNX-482
del aracnido Hysterocrates gigas. Este tipo de canal se encuentra en los cuerpos neuronales

y en las dendritas.

En los mamiferos el poro de los canales de calcio esta formado por la subunidad o1, la cual
estd asociada con subunidades auxiliares denominadas o29, B y 7. El poro estd codificado
por al menos 10 genes, los cuales codifican para la subunidad que conforma esta estructura
de los diferentes tipos de canales de calcio. La nomenclatura que se ha utilizado para
nombrar a la subunidad «a, consiste en la letra griega , un nimero secuencial y una letra

mayuscula que corresponde al tipo de canal.

La subfamilia Ca,1 (Ca,1.1 - Ca,1.4), presenta las subunidades o, O, O Y O, todas
estas subunidades corresponden a la corriente de calcio tipo L.
A la subfamilia Ca,2 (Ca, 2.1 — Ca,2.3), le corresponden las subunidades o, O,z Y O, lOS

cuales se asocian a los canales tipo P/Q, N y R respectivamente.



A la subfamilia Ca,3 (Ca,3.1 — Ca,3.3) pertenecen las subunidades o, O, y O, las cuales

corresponden a las corrientes de calcio tipo T (Catterall, et a/, 2005).

Las secuencias de aminoacidos que conforman la subunidad o, de las tres subfamilias de
canales de calcio, presentan 40% de secuencias idénticas, mientras que el porcentaje de
identidad intrafamiliar es del 70%. El porcentaje de similitud de las diferentes subfamilias de

los canales de calcio se muestra en la figura 2.
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2.3 La estructura de los canales de calcio

Los canales de calcio estan compuestos por cinco proteinas, las cuales conforman a las
subunidades del canal. Estas subunidades son las a4 (~200 kD), oz (~140 kD), B (~50 kD),

3 (~20 kD) y v (~30 kD), éste peso molecular corresponde a musculo.

La subunidad a1

Esta estructura consiste de 24 segmentos a-hélices transmembranales arreglados en cuatro
dominios repetidos (I-IV) (Figura 3). Esta estructura forma al poro del canal (Dolphin,
2005), el cual es acuoso y presenta un filtro de selectividad (Yallen, 1998). Las asas que
unen a los segmentos transmembranales 5 y 6 de cada dominio se les denominan P y
forman la boca externa que forma al poro. Dentro de cada asa P, hay residuos de Glutamato
(o Aspartato en algunos puntos de los canales LVA) cargados negativamente, los cuales

parecen proveer el filtro de selectividad del canal. Estos residuos coordinan al Ca’'durante



su paso a través del canal, e incluso proveen un mecanismo para el bloqueo del canal por

metales pesados.

Cada dominio de esta subunidad presenta elementos estructurales especificos que incluyen
Arginina y Lisina cargadas positivamente en el segmento transmembranal S4. Estos
aminoacidos son los que conforman al sensor de voltaje, el cual fisicamente se mueve en la
membrana, en respuesta a la despolarizacibn y provoca el movimiento de cargas

responsables de la apertura del canal.

La subunidad B

Se le ha denominado como subunidad accesoria o auxiliar. Esta estructura no forma parte
del poro del canal y solamente contiene un dominio denominado SH3, el cual se une a
regiones ricas en Prolinas, reforzando la idea de que esta subunidad sirve como ancla de la

subunidad a1 de otras proteinas.

Se han clonado cuatro genes codificantes para la subunidad B, las cuales difieren
dependiendo del tejido en el que se expresen. La subunidad ,, se expresa en el musculo
esquelético, la B,, en el cerebro, la B, en el corazén, pulmones y cerebro, la B, en el
cerebro y musculo liso y la B, en el cerebro, particularmente en el cerebelo.

La subunidad B se une a la al mediante una secuencia especifica en el asa intracelular
entre los dominios | y Il (Figura 3), denominada dominio de interaccion o (AID por sus

siglas en inglés).

Las funciones de la subunidad B son varias y son importantes para la expresion de las
subunidades a1 en la membrana. Ademas, tienen efectos en las propiedades biofisicas de
las subunidades o1, permitiendo una activacion a potenciales mas hiperpolarizados. Los

efectos de inactivacion son especificos para las diferentes subunidades 3.

La subunidad o,-0
Las dos proteinas auxiliares a2 y & son productos del mismo gen. La subunidad a2 se
localiza en la parte extracelular y mediante un enlace disulfuro se une a la subunidad o

(Figura 3), que se encuentra en la parte transmembranal del canal.



La subunidad y

Esta subunidad presenta 4 segmentos transmembranales (Figura 3), su funcién permanece

sin conocerse del todo (Dolphin, 2005).

Neuronal o, subunits

HVA Ca/1.2
Cav1.3} L-type
Ca,1.4

Ca, 2.1 P/Q-type
Ca, 2.2 N-type
Ca,2.3  R-type

Ca, 3.2
Ca, 3.3

T-type

LVA Ca, 3.1 }

Ca?*

Figura 3. Subunidades que conforman al canal de calcio. Tomado de Khosravani y Zamponi, 2006.

2.4 Proteinas Gy su papel en la modulacion sensible al voltaje de los
canales de calcio

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR por sus siglas en inglés), son una familia
multimérica de siete segmentos transmembranales, los cuales pueden activarse por medio de

numerosos estimulos fisiologicos.

Cuando estos GPCRs, son activados por agonistas, interacttan mediante proteinas G

heterotriméricas denominadas Goy (Tedford y Zamponi, 2006 ).



El mecanismo de activacion de las proteinas G, se efectia mediante el ciclo de la GTPasa,
al unirse el GDP y el GTP a la subunidad Ga. El principal cambio conformacional se lleva a
cabo durante la transicion de la forma inactiva (unibn GDP) a la forma activa (union GTP)
cambiando la posicién de los fosfatos y del Mg?* (Orun, 2006). El cambio de nucleétidos
favorece la disociacion del complejo heterotrimérico (Go-GTP y por otra parte las
subunidades GRy). La actividad de la GTPasa de la subunidad Ga hidroliza la union GTP y
lo cambia por GDP+P, provocando un reensamblaje de la forma inactiva Go-GDPGRY

(Tedford y Zamponi, 2006 ).

La forma en que las proteinas G modulan los canales de calcio mediante inhibicion sensible
al voltaje, se efectlia por la union de las subunidades Gy a los canales de calcio. Se han
reportado posibilidades de uniones en mudltiples sitios de los canales de calcio, una en el
amino terminal, otra en las asas entre los dominios | y Il (I-llg,, I=lls, y I=llg;) y dos uniones
en el carboxilo terminal (De Waard, et a/, 2005). Al unirse las subunidades Gy, promueven
la inhibicion de estos canales (Tedford y Zamponi, 2006). Por lo tanto, otra forma de
identificar la modificacion en la sensibilidad al voltaje del canal es la propuesta por Emslie en
2003, la cual se puede demostrar mediante un protocolo compuesto de tres pulsos distintos,

que a continuacion se explica.

En el primer pulso denominado Pulso 1, la corriente es inhibida de manera intracelular por la
proteina G, mediante la uniébn a un receptor del canal. Durante el pulso despolarizante, las
proteinas G, las cuales son sensibles al voltaje, se desprenden del canal, sin embargo éste
ultimo no conduce iones a través del poro. Posteriormente, durante el siguiente pulso
denominado pulso 2, la corriente se recupera casi a nivel control, debido a que hay un
efecto sensible al voltaje de las proteinas G, las cuales son retiradas de su unién con el
canal, provocando el incremento de la corriente (Figura 4). A este efecto se le denomina
facilitacion. El cual es un método importante para identificar cambios en la sensibilidad al

voltaje del canal (Emslie, 2003 ).
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Figura 4. Se muestra el protocolo de doble pulso, en el Pulso 1 (P1) hay una inhibicion de la
corriente, durante el Pulso despolarizante (PP), se genera un despegue sensible al voltaje de las
moléculas que interactian con el canal, en el Pulso 2 (P2), la corriente se recupera casi a niveles del

control. Modificado de Elmslie, 2003.

Estos efectos de las proteinas G sobre los canales Ca,2, pueden dividirse en efectos sobre
la cinética de activacion y efectos sobre la inactivacion. Durante el proceso de activacion de
las proteinas G alcanzan una eficiente inhibicion sobre los canales Ca,2. El lavado del

agonista unido a su receptor, permite la recuperacion de la amplitud de la corriente.

Los efectos inhibitorios de las proteinas G, se caracterizan por un enlentecimiento de la
corriente ionica, y después de aplicar un pulso despolarizante, sucede la disociacion de las
subunidades GRy sobre el canal, la cual es sensible al voltaje, y después del pulso 2 se
presenta la corriente queda transitoriamente en estado facilitado, denominada facilitacion (De

Waard, et a/, 2005).
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2.5 Sensibilidad al voltaje

El segmento S4 de la subunidad o de los canales con sensibilidad al voltaje (Figura 5),
acarrean un determinado nimero de cargas, las cuales se mueven fisicamente en respuesta
a los cambios del potencial de membrana.

Varias de las cargas positivas se exponen al medio interno a un potencial negativo y a un
medio externo a potenciales positivos, y solo una pequefa region del S4 estd ocluida por la
membrana dieléctrica.

El sensor de voltaje es una estructura especializada que incluye tanto al segmento S4 como
a otros elementos transmembranales que forman las interfaces invaginadas del medio interno
con el externo alrededor del segmento S4.

La apertura de los canales sensibles al voltaje es principalmente debida a cambios en el
potencial de membrana, el cual causa el movimiento de cargas de apertura a través de la
membrana, provocando cambios conformacionales del canal, el cual ocasiona la apertura o el
cierre del poro.

La sensibilidad al voltaje de apertura depende principalmente del segmento S4 de la
subunidad o del canal (dominio del sensor de voltaje). El segmento S4 cargado
positivamente (Figura 5), presenta movimientos rotacionales a través de la estructura de la
proteina durante el proceso de apertura.

El dominio del sensor de voltaje interactia con el dominio del poro de la subunidad
adyacente (Figura 5), provocando los cambios estructurales necesarios para la apertura o

cierre del poro (Catterall, et al, 2007 ).

Dominio del sensor Dominio del poro

A \
||

Figura 5. Dominios del sensor
Extracelular
de voltaje (S1-S4) y del poro del

canal (S5 y S6).
Intracelular
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2.6 Moléculas que interaccionan con sitios especificos de los canales
ionicos

Los canales idnicos son el blanco de diversos farmacos, los cuales se unen a sitios
especificos del canal. Trabajos anteriores han documentado los sitios en los cuales estas
moléculas interactian con el canal, modificando la sensibilidad al voltaje, la cinética de

apertura y cierre de los canales i6nicos (McDonough, 2007).

Cestéle y Catterall en el afio 2000 y nuevamente Catterall ef a/ en el 2007, identifican los
sitios en los cuales ciertas moléculas se unen a receptores especificos de la subunidad o de
los canales i6nicos. Estos autores identifican cinco sitios de esta subunidad en los cuales se
pueden unir estas moléculas y dependiendo del sitio al que se una la molécula, se tendra

una respuesta diferente en la funcionalidad del canal.

2.7 Sitios de Interaccion de la subunidad «

Sitio de interaccion 1

El efecto que presentan algunas moléculas al unirse a esta subunidad es un efecto de
bloqueo, debido a que se unen al poro del canal (Figura 6), de tal forma que impiden la
conductancia de los iones por medio del poro. Este tipo de sustancias son hidrosolubles vy
actian en la parte extracelular de la membrana lipidica (Cestéle y Catterall, 2000, Catterall,
et al, 2007 ). Este sitio se localiza en el asa del poro que conforma el filtro de selectividad

(Catterall, et a/, 2007).
Sitio de interaccion 2
Este tipo de moléculas tienen la capacidad de difundirse a través de la membrana e

interactuar con su sitio de union, el cual esta localizado en la parte interna de la membrana

12



plasmética. Su efecto en el canal ibnico es mediante modulacién alostérica, debido a que no
se unen directamente al poro ni al segmento S4, sin embargo, mediante la interaccién con el
sitio de union, pueden modificar tanto la sensibilidad al voltaje como la cinética de apertura y
cierre del canal, modificando la interaccion de los segmentos que conforman la subunidad o

del canal.

Sitio 1 (TTX, STX)
Sitio 1 (n-conotoxina)
Sitio 2

Sitio 3

Sitio 4

Sitio 5

NEEN[E

+H3N

CO;

Figura 6. Sitios de interaccion de la subunidad o de los canales i6nicos (P significa sitios posibles de

fosforilacion). Modificado de Catterall, et a/, 2007.

La modificacion de la sensibilidad al voltaje se lleva a cabo mediante la union preferencial de
la molécula al estado activado del canal. Las subunidades involucradas en el sitio dos son
el IS6 y el IVS6 (Figura 6). Estos sitios son importantes en la inactivacion rapida del canal,
ademas, estos sitios son adyacentes al segmento S4, provocando una alteracion del sensor
de voltaje mediante una modificacion alostérica de la activaciébn y a su vez permite una
inactivacion persistente, provocando que esta ocurra a potenciales de membrana mas

negativos.
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Sitio de interaccion 3

Estas moléculas llevan a cabo una interaccibn extramembranal, donde su efecto es
enlentecer o bloquear la inactivacion del canal i6nico. La union a este sitio es sensible al
voltaje, debido a que la interaccion de la molécula con este sitio decrece con las
despolarizaciones, sugiriendo que las despolarizaciones cambian el estado conformacional de
este sitio de interaccion. Los segmentos que participan en este sitio son las asas que unen
los segmentos S6 y S5 de los dominios | y IV (Figura 6), los cuales son importantes en la
activacion e inactivacion del canal y la union de la molécula con este sitio evita el cambio
conformacional del canal, debido a una modulacion alostérica del segmento S4 requerida
para la inactivacion rapida. Ademas, repetidas despolarizaciones de la membrana causan una

disociacion sensible al voltaje de la molécula con este sitio.

Sitio de interaccion 4

Al igual que el sitio de interaccion 3, este sitio se encuentra en la parte extramembranal de
la subunidad o, estas moléculas inducen un cambio en la sensibilidad al voltaje en la
activacion del canal, haciéndolo mas negativo y reduciendo el pico de amplitud de la
corriente. Los segmentos involucrados en este sitio son las asas que conectan los segmentos
lIS1- 1IS2 y 1IS3- 1IS4, respectivamente (Figura 6), donde el segmento S4 es atrapado y
estabilizado en la posicion extracelular durante la despolarizacion, provocando un cambio en

la sensibilidad al voltaje hacia potenciales mas negativos.

Sitio de interaccion 5

Como en el sitio de interaccion 2, este sitio se encuentra en la parte intramembranal de la
subunidad o y por lo tanto son liposolubles, estas moléculas incrementan la actividad del
canal i6nico al cambiar la activacion del canal hacia potenciales mas negativos y bloqueando
la inactivacion. Los segmentos involucrados en el sitio de interacciéon 5 son los I1S6 y IVS5

(Cestéle y Catterall 2000, Catterall, et g/, 2007) (Figura 6).
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Sitio de interaccion 6

Al igual que los sitios 3 y 4, este sitio se encuentra en la parte extramembranal de la
subunidad o, en el cual, la union de estas moléculas provocan una inactivacion lenta del
canal. El segmento involucrado en este sitio es el IVS4(Figura 6), el cual es atrapado por la

molécula que interactua con él (Catterall, ef a/, 2007).

La sensibilidad al voltaje de un canal puede ser alterada por la unién de una molécula a un
sitio de union especifico del canal. Una forma de identificar este cambio en la sensibilidad al
voltaje, es mediante el corrimiento a la derecha, en caso de que la activacién o inactivacion
del canal suceda a potenciales mas positivos de las curvas de activacion o inactivacion o a

la izquierda en caso de que suceda la activacion o inactivacion a potenciales mas negativos.

2.8 Farmacos nootrépicos y derivados pirrolidénicos

La palabra nootropico, proviene de las raices griegas noos, que significa memoria y fropos
que significa encender, éste término fue acufiado por C.E. Guirgea en 1972, a los
nootrépicos se les atribuye las caracteristicas de incrementar la memoria y el aprendizaje,
proteccion neuronal por dafos fisicos o quimicos, facilitan el flujo de informacion vy
promueven un mecanismo ténico eficiente, sin presentar los efectos negativos que producen
los psicofarmacos (Balaraman y Shingala, 2002).

Este tipo de sustancias pueden ser artificiales o naturales, las cuales son utilizadas para
mejorar las capacidades cognitivas. El Piracetam, es un derivado ciclico del acido gamma
aminobutirico (GABA), sin embargo, no presenta efectos GABAmiméticos (Castillo y Medina,
2005). El componente principal del Piracetam es una estructura denominada anillo de la

pirrolidona (Castillo y Medina, 2005).

El primer farmaco pirrolidéonico que llamé la atencion fue el Piracetam en la década de 1970

y desde entonces, 1600 derivados pirrolidonicos se han sintetizado. Entre ellos, se
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encuentran el Piracetam, el Levetiracetam, el Aniracetam, el Fasoracetam, el Nefiracetam, el

Pramiracetam, el Nebracetam y el Oxiracetam. Sus estructuras quimicas se presentan en la

figura 7.
HO
."_". IIl!—lII "'\-—|III 1
RJ{AD mrif%[} SN g
- - -MH ~. _.NH
0 o, \TI/ 2 T 2
L G
= T0CH, Figura 7. Estructura quimica de
Aniracetam Piracetam Oxiracetam los farmacos pirrolidonicos.

Tomado de Shorvon, 2001.
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La accibn de los derivados pirrolidonicos ha revelado varios efectos farmacologicos,

mostrando pequefnas diferencias entre los farmacos.
Algunos de estos farmacos presentan efectos en los canales de calcio tipo N o L, e incluso,

se ha visto que cambian las propiedades fisicas de la membrana, incrementando su fluidez

(Shorvon, 2001).
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2.9 EI Piracetam

El Piracetam es un farmaco inodoro, de sabor amargo, soluble en agua y metanol. Estudios
de estereoscopia de resonancia magnética prueban que la molécula del Piracetam se une a
las cabeza polar de los fosfolipidos de las membranas lipidicas (Winblad, 2005). EI nombre
quimico de este farmaco es 2-(2-oxo-pirrolidinil) acetamida, y la estructura nicleo es el
racetam (Figura 8), la cual se relaciona con la actividad farmacologica nootropica (Castillo y
Medina, 2005). Su formula quimica es C,H,,N,O2 , la cual se muestra en la figura 8, y su

peso molecular es de 142.15 g/mol (Castillo y Medina, 2005).

Figura 8. Estructura quimica
L del Piracetam. Tomado de
. Castillo y Medina, 2005

Farmacocinética del Piracetam

El Piracetam presenta una absorcidn rapida por parte del organismo (Castillo y Medina, 2005,

Winblad, 2005). Los niveles de concentracién maxima del Piracetam en el suero sanguineo

pueden encontrarse después de 45 a 60 minutos, mientras que en el liquido céfalo-raquideo
después de 2 a 8 horas de su administracion y es eliminado por completo después de 30 horas en

la orina. (Castillo y Medina, 2005). Su concentracion maxima es generalmente de 84 pg/mL

(Winblad, 2005).
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3.1 Derivados pirrolidénicos y canales de calcio 3. ANTECEDENTES

3.1 DERIVADOS PIRROLIDONICOS Y
Se han reportado varios trabajos en los cuales se describen CANALES DE CALCIO

las acciones que presentan estos farmacos sobre los

canales de calcio.

En 1994, Yoshii y Watabe, reportaron las acciones del Nefiracetam, las cuales se muestran
a en neuronas hibridas de neuroblastoma y glioma, donde hay predominancia de canales de

calcio tipo L y T.

Sus resultados muestran que este farmaco incrementa de manera preferencial la amplitud de
la corriente de los canales de calcio tipo L sensibles al voltaje (Figura 9), sin afectar su

sensibilidad al voltaje.

92
Potencial (mV)
20 40 o 80
T - 1
S 0
.
T 0/ 10
L ]
./ / Control .20
o o
| / 4 Corriente T o Jée—s
o e Corriente L
. 160 ms
Corriente (nA) . /
<1 Nefiracetam (1 pM)
e 0/ g
Corniente T
Jd g o  Corriente L

Figura 9. Efectos del Nefiracetam en la amplitud de las corrientes de calcio tipo L. Modificado de
Yoshii y Watabe, 1994. En A, se muestra el efecto del Nefiracetam en la corriente tipo L, en control

(izquierda) y en presencia de Nefiracetam 1uM (derecha), en B, se muestra el efecto selectivo del
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Nefiracetam sobre las corrientes de calcio tipo L en comparacion con la corriente tipo T en control y

en presencia de Nefiracetam. Modificado de Yoshii y Watabe, 1994.

Este farmaco presenta un efecto dosis-dependiente. Al incrementar la dosis del farmaco,
aumenta la amplitud de las corrientes tipo L, sin embargo, presenta un decremento en sus

efectos al llegar a una concentracion de 10uM.

Para comprobar la selectividad al canal de calcio tipo L, Yoshii y Watabe adicionaron el
bloqueador selectivo de este canal, la Nifedipina, el cual, en presencia de Nefiracetam,

provocd que no se presentaran los efectos del farmaco (Figura 11).

5 nA Figura 11. Efectos de selectividad del Nefiracetam al
7 0 g
80 aplicar la Nifedipina. En A, se muestra las corrientes de
' y calcio tipo L en control, en presencia de Nefiracetam
il
1UM y en presencia de Nefiracetam mas Nifedipina
« Contral 10uM, en B, se muestra la curva corriente-voltaje (I-V),
o Netiracetam donde se observa los efectos selectivos del Nefiracetam
A + Nifedipine
y en presencia del bloqueador selectivo comparados con
el control Modificado de Yoshii y Watabe, 1994.

En 1997, Solntseva y colaboradores, reportaron los efectos del Piracetam y de su analogo
GVS-111 sobre los canales de calcio tipo L en neuronas del caracol Helix pomatia. La
principal accién del Piracetam y del GVS-111, fue el decremento en la amplitud de las
corrientes de calcio, los cuales resultaron ser reversibles después del lavado y dependientes

de la dosis.
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Los autores reportaron un cambio en la sensibilidad al voltaje del farmaco GVS-111 hacia
potenciales mas negativos (Figura 13), pero no mencionaron cambio en la sensibilidad al

voltaje provocada por el Piracetam en los canales de calcio tipo L.

-4 vimV) 49 . -
& . ———— Figura 13. Muestra el corrimiento de la

curva 1-V del farmaco GVS-111 hacia la

lea(mA)

izquierda, mientras que so6lo se muestra

f el decremento de la amplitud de las
//’ corrientes de calcio provocada por

Piracetam y comparando ambas con la

control corriente control. Tomado de Solntseva,

et al, 1997.

—p5-

Koike y colaboradores en 1992, estudiaron el efecto del Aniracetam en neuronas del
hipotalamo ventromedial de la rata, en el que se encuentran tres tipos principales de

corrientes de calcio, las de tipo T, L y N.

Los resultados indican que el efecto del farmaco es dependiente de la dosis al realizar la

curva dosis-respuesta en las corrientes de calcio (Figura 14) y reversible después del

lavado.
50
40 |
30+ Figura 14. Curva dosis-respuesta
% Inhibicion 20| del Aniracetam. Modificado de
Koike, et al, 1992.
10}
0.01 0.1 1

aniracetam (mM)
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El efecto del Aniracetam sobre las corrientes de calcio fue la reduccion de su amplitud. En la
curva |-V (Figura 15), se muestra un corrimiento a la izquierda de la corriente de calcio y

una reduccion en su amplitud.

m':EF’M Figura 15. Efecto del Aniracetam sobre
300 aniracetam . .
. V(mv) En_z,"w las corrientes de calcio. En A, se
80 60 =
§250 _'.p‘ muestra la curva I-V. En B, se muestra
£ " .
£ 200 '. el efecto del Aniracetam sobre la
3 .
= “ corriente pico. Tomado de Koike, et a/,
3150 .‘"ﬂ#'o.ﬁ
100 1992.
400- 01234567
time (min}
También, se realizO una prueba de selectividad del farmaco (Figura 16). Aplicando

bloqueadores selectivos, para los canales tipo L y N, Koike y colaboradores encontraron que
al aplicar Nicardipina en presencia de Aniracetam, se aprecia que hay efecto del farmaco
sobre el canal de calcio tipo L, sin embargo, al aplicar m-conotoxina en presencia de
Aniracetam, ya no se observd efecto alguno sobre las corrientes de calcio tipo N, indicando

gue este farmaco es selectivo a este tipo de canal.

omv
-80mVy —l_ . .
J Figura 16. Efecto del Aniracetam sobre los
Wt . .
a 1 J canales de calcio tipo L y N. En a, se
+amracetam muestran las corrientes de calcio tipo N, en
W’_
w-CgTX control, en presencia del aniracetam y en
wwf
W s Eonirol :mpA[ presencia de -conotixina (CgTX), en b, se
HOmsac

muestran las corrientes de calcio tipo L, en

b . i control,

en presencia de aniracetam y en

+aniracetam [
WM’ e presencia de nicardipina (bloqueador de la
W corriente tipo L) Modidficado de Koike, et al,
W""\-—'
| fﬂ;"m o] 1992.
S0msec
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Niespodziany y colaboradores en 2001 reportaron en neuronas del hipocampo CA1 de la rata
las acciones inhibitorias de las corrientes de calcio de alto umbral (L y N) producidas por el

farmaco Levetiracetam (Figura 17).

En ese estudio se realiz6 la aplicacion del Levetiracetam con solamente dos dosis diferentes,
las cuales no presentaron diferencias importantes, por lo que se concluyé que este farmaco

no es dependiente de la dosis (Figura 17). Sin embargo, si presentd reversibilidad después

del lavado.

Figura 17. Curvas |-V, en las cuales

en la superior se muestra el efecto del

Levetiracetam en la corriente de calcio
w30 min LEV 32 pM
------------------ - - a una concentracion de 32 uM,

mientras que en la inferior se muestra

. 300 a una concentracibn de 100 pM.

Tomado de Niespodziany, et a/, 2001.

——————————————————————————— 100
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______________________ o _50:]
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En el trabajo realizado por Lukyanetz y colaboradores en el 2002, se demostraron los

efectos del Levetiracetam en canales de calcio en neuronas CA1 del hipocampo de la rata,

donde se presentd una reduccion en la amplitud de las corrientes de calcio (Figura 18).

A LEV 100uM
E I
E?{LS' L LTI .
S 2|
£ 0.6 -
S
S o4 |
0.291 .. =-1.06nA g
e
0.0 ' -

0 200 400 600 800
Tiempo ({S€C)

Ym (m\V)

l.r”ﬂ_

—*— LEV S50uM

Figura 18. Efecto del Levetiracetam sobre
las corrientes de calcio. En A se muestra
el efecto del Levetiracetam en la corriente
de calico, 1 es el control vy 2 es en
presencia del Levetiracetam a 100 uM, en
B se muestran los trazos de la corriente
de calcio donde el trazo superior es en
condiciones control y el trazo inferior en
presencia de Levetiracetam a una
concentracion de 50 uM, en C se
muestra a la curva |-V en condiciones
control y en presencia de Levetiracetam a
50 pM. Modificado de Lukyanetz, et al,

2001.

El Levetiracetam no mostr6 un cambio en la sensibilidad al voltaje de los canales de calcio,

debido a que no habia un corrimiento de las curvas de activacién ni en las de inactivacion,

tampoco se produjo facilitacion cuando utilizaron un protocolo de doble pulso.
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Este farmaco no presentd reversibilidad después del lavado, pero si una respuesta
dependiente de la dosis, como se muestra en la curva dosis respuesta, sin llegar a un 100%

de bloqueo de las corrientes de calcio, con una dosis media de 14.7 uM (Figura 20).

207
18- *CSU =14.7 uM 19'/9_};/11. Figura 20. Curva dosis-respuesta

del Levetiracetam en corrientes de
calcio, donde la concentracion
maxima es 200 pM. Tomado de

Lukyanetz, et a/, 2001.

1 10 100
Ademads, Lukyanetz y colaboradores, investigaron el efecto del fadrmaco en presencia de

bloqueadores selectivos de los diferentes tipos de canales de calcio de alto voltaje (L, N y

P/Q), comprobando de esta forma que este farmaco es selectivo a canales de calcio tipo N

(Figura 21)
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Figura 21. Efecto del Levetiracetam en las corrientes de calcio tipo N. En A, se muestra la corriente
en condiciones control, en presencia de m-conotoxina a 500 nM y en presencia de Levetiracetam a
200 pyM + m-conotoxina a 500 nM. En B, se muestra la curva |-V en condiciones control, en
presencia de -conotoxina y en presencia de Levetiracetam + ®-conotoxina. En C, el porcentaje de
inhibicion de las corrientes en condiciones control, en presencia de m-conotoxina y en presencia de

Levetiracetam + m-conotoxina. Modificado de Lukyanetz, et a/, 2001.

En el 2004, Pisani y colaboradores, realizaron la investigacion en neuronas CA1l del
hipocampo de rata, en presencia de Levetiracetam, reportando que este farmaco presenta
efectos dependientes de la dosis y ademas es reversible después del lavado. El efecto del

farmaco fue reducir la amplitud de las corrientes de calcio (Figura 22).

Finalmente, aplicaron bloqueadores selectivos para cada canal (Figura 23), con la finalidad
de identificar la selectividad del farmaco hacia un tipo de canal, resultando ser el
Levetiracetam parcialmente selectivo al canal de calcio tipo N, y con poca selectividad hacia

canales de calcio tipo P y Q.
Figura 22. Efecto del Levetiracetam

sobre las corrientes de calcio
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Figura 23. Efecto parcialmente selectivo en
canales de calcio tipo N. En A, se muestran
las corrientes de calcio en presencia de los
bloqueadores selectivos para los canales de
calcio tipo N y P/Q, (a) es la corriente
control, en (b) las corrientes en presencia de
los bloqueadores y (c) las corrientes en
presencia de los bloqueadores y
Levetiracetam. En B, se muestra el efecto del
Levetiracetm en presencia de bloqueadores

selectivos. Tomado de Pisani, et a/, 2004.
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4. PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA

Investigaciones anteriores han confirmado la existencia de moléculas que modifican la
actividad de los canales ibnicos, interactuando con segmentos especificos del canal,
denominados sitios de accién, los cuales provocan que las corrientes de apertura se
presenten a potenciales mas despolarizantes 0 menos despolarizantes, presentandose una
reduccion o incremento en la amplitud de las corrientes y bloqueo de los canales i6nicos

(Cestelé y Catterall, 2000, Catterall, et aj, 2007, McDonough 2007).

Este tipo de moléculas pueden ser farmacos nootropicos, como los derivados de Ila
pirrolidina, los cuales han mostrado actividad terapéutica a través de su interaccidn con
canales de calcio como el Piracetam. Sin embargo, hay investigadores que han trabajado
con este tipo de farmacos, y no han encontrado que alteren la sensibilidad al voltaje de los
canales de calcio (Yoshii et a/ 1994, Lukyanetz et a/ 2002). Por otro lado, hay otros
investigadores que reportan en sus resultados cambios en la sensibilidad al voltaje de los
canales de calcio producido por los derivados pirrolidonicos (Solntseva, et a/, 1997, Koike, et

al, 1992).

Existen reportes de que los efectos de los derivados pirrolidonicos pueden tener efectos
reversibles después del lavado (Solntseva, et a/, 1997, Koike, et al, 1992, Niespodziany, et
al, en 2001, Pisani, et al, 2004), sin embargo, Lukyanetz y colaboradores, 2002, reportan

que no hay reversibilidad.

La mayoria de estas investigaciones reportan que disminuye la amplitud de las corrientes de
calcio (Solntseva, et a/, 1997, Koike, et al/, 1992, Niespodziany, et a/, en 2001, Lukyanetz et
al, 2002, Pisani, et al, 2004), sin embargo, Yoshii y Watabe, 1994, reportan que el

Nefiracetam aumenta la amplitud de las corrientes de calcio.

27



En cuanto a la dependencia de la dosis, se ha reportado que la mayoria de este tipo de
farmacos presentan dependencia a la dosis, (Yoshii y Watabe, 1994, Solntseva, et a/, 1997,
Koike, et a/, 1992, Lukyanetz et a/, 2001, Pisani, et a/, 2004), sin embargo, Niespodziany,

et al, en 2001, reporta que el Levetiracetam no presenta dependencia a la dosis.

Hasta ahora se ha reportado que este tipo de farmacos son parcialmente selectivos a
canales de calcio tipo N (Koike, et a/j 1992, Niezpodzany, et alj 2001, Lukyanetz et a,
2002, Pisani et al, 2004) en preparaciones en los que coexisten varias poblaciones de
canales de calcio, como en las preparaciones del ganglio cervical superior de la rata los
canales de calcio tipo N representan mas del 80% del total de los canales (Garcia-Ferreiro,
2001), esta caracteristica hace a esta preparacion mas ventajosa para el estudio de los

canales de calcio tipo N.

Cabe mencionar que en los trabajos publicados han utilizado preparaciones, farmacos
nootrépicos y concentraciones marcadamente diferentes entre ellas, conduciéndolos a
resultados con una gran variabilidad en las acciones producidas por este tipo de farmacos

sobre los canales de calcio tipo N.

Considerando los antecedentes citados, el presente trabajo se enfoca a la investigacion de la
modificacion de las propiedades electrofisiologicas en los canales de calcio tipo N en
neuronas del ganglio cervical superior de la rata en presencia del farmaco Piracetam (2-(2

oxo-pirrolidinil) acetamida).
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5. PREGUNTA CENTRAL

¢ Qué caracteristicas electrofisioldgicas de los canales de calcio tipo N modifica el Piracetam

en neuronas SCG?

29




6. HIPOTESIS

Hipotesis:

Si el Piracetam ejerce un efecto rapido, reversible, y dosis-dependiente sobre la
corriente del canal de calcio tipo N, sin afectar la cascada de sefalizacion ligada al

canal, entonces sus efectos pueden explicarse por acciones distintas sobre el canal.

Por lo tanto, si estas acciones pueden afectar el sensor de voltaje del canal,

explicaria el cambio en la sensibilidad al voltaje y la facilitacion de la corriente.
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7. OBJETIVOS

7.1 GENERAL
7.1 General 7.2 PARTICULARES

e (Caracterizar electrofisiolégicamente las acciones del Piracetam sobre los canales de

calcio tipo N en neuronas del Ganglio Cervical Superior (SCG)

7.2 Particulares

e (Cualificar si la sensibilidad al voltaje en canales de calcio tipo N es modificada por el
Piracetam en neuronas del ganglio cervical superior de la rata.

e Cuantificar el efecto del Piracetam sobre la amplitud de las corrientes de los canales
de calcio tipo N en neuronas del ganglio cervical superior de la rata.

e  Evaluar la reversibilidad del efecto del Piracetam

e Construir una curva dosis-respuesta
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8.1 Neuronas SCG 8. MATERIAL Y METODO

8.1 NEURONAS SCG

El uso de cultivo del neuronas del ganglio
8.2 CULTIVO DE NEURONAS SCG

cervical superior de rata (SCG por sus siglas en 8.3 REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO

8.4 SOLUCIONES UTILIZADAS PARA EL
inglés) es un modelo para la evaluacion REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO

electrofisiologica /in vitro de los canales de calcio

tipo N.

Trabajos anteriores, han reportado la presencia de canales de calcio con porcentajes
variables dependiendo de la preparacion utilizada, tanto en neuronas del sistema central
como periférico de los mamiferos. El ganglio cervical superior de la rata presenta una
poblacion alta de canales de calcio tipo N, mayor al 85% (Regan, et a/ 1991; Garcia-
Ferreiro, et al, 2001), mientras que el resto de las preparaciones neuronales muestran una
poblacién inferior de estos canales. Con estos datos se postula que la preparacion de
neuronas del ganglio simpéatico cervical de la rata (SCG) es el modelo neuronal mas

adecuado para el estudio de canales de calcio tipo N.

Para conocer la modulaciéon sensible al voltaje de los canales de calcio tipo N producida por
farmacos, se trabajé en esta Tesis con una poblacion homogénea y elevada de los mismos,
como ocurre en las neuronas periféricas del ganglio cervical superior de la rata,
caracterizando electrofisiolégicamente las acciones del Piracetam, el cual es una sustancia

nootropica que actla sobre este tipo de neuronas.

8.2 Cultivo de Neuronas SCG

24 horas previas al experimento, se realiz6 un tratamiento a 4 cajas petri estériles con
polilisina (1 mg/1) en un ambiente estéril, con el fin de facilitar la adhesion de las células al

sustrato de las cajas.
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El modelo animal que se utilizé para los experimentos, fueron ratas macho de la cepa Wistar
de 5 semanas de edad, las cuales fueron anestesiadas con CO, y posteriormente

decapitadas.

Posteriormente, se procedi6 a extirpar los ganglios, los cuales se colocaron en solucion
Hank’s en cuatro cajas petri de 60 mm, las cuales fueron colocadas en hielo y bajo

oxigenacion constante, con el fin de mantenerlos bajo condiciones fisioldgicas.

A los ganglios, se les retird el tejido conectivo que los recubre y se les efectuaron de siete a
diez cortes similares, teniendo precaucidbn de no fraccionarlos, posteriormente fueron
incubados durante 20 minutos a 37° C, en una solucién de papaina (20 U/ml), cisteina (4

mg/ml) y 3 ml de solucién de Hank’s, para disociar el tejido.

Al terminar el tiempo de incubacién, se intercambié la solucibn de papaina y cisteina, por
una solucion de dispasa (20 mg/3 ml) y colagenasa (2 mg/3 ml), y se volvieron a incubar

de 20 minutos a 37° C, con el fin de facilitar la disociacion del tejido

Al finalizar el tiempo de incubacion, se realizd dispersibn mecanica del tejido, con el fin de

separarlo.

Una vez obtenidas las células aisladas de SCG, se adicionaron 7 ml de L-15 a la
suspension celular, y se centrifugaron a 1000 rpm durante 8 minutos, esta operacion se

repiti6 por segunda vez.

Al terminar el lapso 1 de centrifugacion, se retir6 el sobrenadate, las células se
resuspendieron con 10 ml de DMEM y se sometieron de nuevo a centrifugacion durante 8

minutos.

Al finalizar el tiempo 2 de centrifugacion, se retir6 el sobrenadante, dejando 210 pl para la

resuspension.
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Durante los tiempos de centrifugacion, las cajas petri tratadas con polilisina, se lavaron con
agua desionizada estéril varias veces. Al final del lavado, las cajas fueron secadas con
succion de agua-aire. Se aplicd polilisina con el fin facilitar la adhesion celular pero que no

ocasionara la muerte al cultivo celular.

Al terminar el proceso de lavado, se colocd en cada una de las cajas con polilisina, 2 ml de
medio DMEM vy un anillo de precipitacion, donde posteriormente se sembraron 70 pl de la

solucién con las células.

Por dltimo, las células se incubaron a 95% de O, y 5% de CO,, a una temperatura de 37°

C durante 24 horas.

7.3 Registro electrofisiolégico

Se utilizdé la técnica de patch clamp, en configuracion de célula completa, los datos se
obtuvieron utilizando un amplificador HEKA EPC-9 patch-clamp (HEKA elektronik,

Germany).

Los electrodos utilizados se obtuvieron a partir del pulido de capilares de vidrio, que
posteriormente se sometieron a un proceso de afinacion de la punta, a partir de un shock
térmico mediante una resistencia. La resistencia de las pipetas utilizadas fue de entre 1.5 y

2 MQ.

Durante el registro, se realiz6 una frecuencia de muestreo de una n de 5 a 6 células, las
cuales fueron perfundidas localmente por goteo continuo con solucion control, mediante el

flujo continuo de valvulas solenoides.
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El voltaje del protocolo del pulso comando fueron generalizados utilizando BASIC-FASTLAB

(Indec Systems, Capitola, CA, USA) o Patchmaster and fitmaster (HEKA Instruments, Inc).

Las corrientes fueron tipicamente filtradas de 3 a 10 kHz (filtro Bessel de 3 polos) y en la
digitalizacion de utiliz6 una tarjeta A/D de 12 Lab Master borard. Las corrientes en estado

inicial fueron muestreadas a 10 kHz.

La corriente de membrana fue medida bajo configuracion de célula completa mediante una

pipeta y la cancelacion de la capacitancia.

7.4 Soluciones utilizadas para el registro electrofisiolégico

Solucion de sello

Compuesto Concentracion mM
NaCl 160
KCI 2.5
HEPES 10
Glucosa 8
CaCl, 5
MgCl, 1
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Soluciéon externa

Compuesto Concentracion mM

BaCl, 1

HEPES 10

Adicionar los siguientes compuestos al realizar los registros

Nifedipina 2uM

Solucion Interna

Compuesto Concentracion mM

TEA-CI 20

BAPTA tetra Cs 0.1

Adicionar los siguientes compuestos al realizar los registros

36



GTP 2

Estas soluciones se filtraron con un filtro de 0.22uM, antes de utilizar las soluciones, se

ajustaron a un pH final de 7.4 (solucion interna con CsOH 1M, solucién de sello con NaOH

y solucion externa con TEA-OH).
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9.1 El Piracetam reduce la amplitud de las
corrientes de calcio tipo N

9. RESULTADOS

9.1 EL PIRACETAM REDUCE LA
AMPLITUD DE LAS CORRIENTES DE

CALCIO TIPO N

9.2 EL EFECTO DEL PIRACETM ES
Para determinar si el Piracetam reduce la amplitud de DEPENDIENTE DE LA DOSIS

9.3 LA REVERSIBILIDAD DEL EFECTO

las corrientes de calcio tipo N, se utilizé un protocolo de DEL PIRACETAM
9.4 EL PIRACETAM Y LA SENSIBILIDAD
AL VOLTAJE DE LOS CANALES DE
ms, posteriormente se aumenté a -8 mV durante 20 ms CALCIO TIPO N DE NUERONAS SCG

un pulso, iniciando a un potencial de -80 mV durante 5

y un regreso de -40 mV durante 15 ms.

Se utilizaron varias dosis de Piracetam durante el registro electrofisiolégico, obteniendose una
reduccion en la amplitud de la corriente de calcio tipo N. El efecto se observa en la figura
24, donde la reduccion de las corrientes de bario (el cual se utilizd como acarreador) fue

provocada por el Piracetam.

Figura 24. Se muestra el efecto del Piracetam en la amplitud de la corriente de bario normalizada
comparada con la corriente control, en a, a una concentracion de 2 pM, en b, a una concentracion

de 10 pM, en c, a una concentracion de 20 uM y en d a una concentracion de 2000 pM.
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9.2 El efecto del Piracetam es dependiente de la dosis

Mediante los datos obtenidos de los registros de la figura 24, en la que se muestra el efecto
de reduccion de las corrientes de bario a varias dosis del Piracetam, se obtuvo la grafica de
dosis respuesta, la cual fue ajustada mediante una ecuacion logistica E = [(A-—
A;)/(1+(C/ICs)")] + A,, donde E es el efecto producido por el Piracetam a una
concentracion C, A, y A, son el porcentaje de la corriente pico minima y maxima del efecto,
IC., es la dosis media inhibitoria producida por el efecto del Piracetam, y n es el ajuste del

coeficiente de Hill, indicando los pasos de la curva.

El 1C,, obtenido para esta preparacion fue de 3.37 + 0.58 pM con una n de 17 células. El
coeficiente de Hill fue de 1, lo cual sugiere que el Piracetam solamente se puede unir a un
solo sitio del canal, como se muestra en la figura 25, a medida que se va aumentado la
dosis, la corriente va disminuyendo. EI porcentaje de bloqueo en relacibn con la

concentracion del farmaco es proporcional al logaritmo de la dosis.

100 d

50 4

% de hloqueo

1C,=3.37 uM

0.1 1 10 100 1000
Piracetam (uM)

Figura 25. Curva dosis-respuesta, la flecha indica la dosis media del farmaco. El porcentaje
maximo de bloqueo fue de 93.56 + 1.56% a una concentracion de 2 pM. Para realizar la curva se

utilizé una n de 17 células.
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9.3 El efecto del Piracetam es reversible

Para la determinacién del efecto, se realizd un protocolo de curso temporal, en control, en

presencia de Piracetam 10uM y lavado. El protocolo presentd las siguientes caracteristicas: Se
aplicd un pulso cada 6 segundos desde un pulso de mantenimiento de -80 mV, se llevé a

un pulso de -8 mV durante 20ms y un regreso a -30 mV (Figura 26).

Durante los primeros 12 segundos so6lo se aplico solucidon externa (control), posteriormente
se aplicd del milisegundo 13 al 84 el Piracetam a una concentracion de 10 uM y después

del segundo 85 al 150 de nuevo soluciéon externa.

-3 mV

2 Piracetam 10 uM
3 Lavado

1 Control

10 ms

Figura 26. Efecto reversible del Piracetam, al aplicar el protocolo de curso temporal,
en condiciones control, en presencia de Piracetam 10 pM, observandose una
reduccion en la amplitud de la corriente y después del lavado, donde se observa una

recuperacion de la corriente.
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Durante la aplicacion del Piracetam se observa una disminucion en la amplitud de la
corriente de Ba®' y durante el lavado se empieza una recuperacion de la corriente a partir

del milisegundo 90, teniendo una reversibilidad rapida después del lavado (Figura 27).

Pir 10 uM
50
09%? 3
.0
° o
o @
% 25 | o
A o o®
i e ©
0% "o
0.0
! ! !
0 80 160
Tiempo(s)

Figura 27. Efecto reversible del Piracetam después del lavado. Donde se observa
en 1, en condiciones control, en 2, en presencia de Piracetam a una concentracién
de 10 uM y en 3, después del lavado.
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o~ oo

IBa(pA/pF)

Control Pira 10puM

* Control Piracetam 10pM

1Ba (pA/pF) 7.79+1.9 1.9+0.27

*A los datos se les aplicé una prueba de t de Student con una p< 0.05, entre el control y

el Piracetam, resultando ser estadisticamente diferentes.

8.4 El Piracetam y la sensibilidad al voltaje de canales de calcio tipo N de
neuronas SCG

Para identificar de que manera participan las acciones del Piracetam sobre la sensibilidad al
voltaje de los canales de calcio tipo N, se realizd una curva corriente-voltaje del canal de
calcio tipo N. Para ello, se construyd un protocolo iniciando con un potencial de
mantenimiento inicial de  -80 mV, posteriormente se dieron varios pulsos, iniciando a -50
mV con incrementos de 8 mV hasta llegar a un pulso de 38 mV y un regreso de -40 mV,
donde los trazos obtenidos en presencia de Pirateam y en condiciones control fueron

utilizados para determinar las corrientes maximas en los dos estados.
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En la figura 28, se observa una disminucion de la amplitud de la corriente y un ligero
corrimiento a la izquierda de la curva de la corriente de Bario en presencia de 10 uM de

Piracetam, en comparaciéon con la curva de la corriente control.

A B
+38 my
S0 mV [ —————— aV=EmY
E0my I

a)
.:|..

b] —a—Control

—B—Firacetam 10 UM
oy
_E:I.
g 20 -
=
20 ms

Figura 28. Corrientes de Bario y curva I-V, En A, se muestra el protocolo utilizado con sus respectivas
corrientes en a) control y b) en presencia de Piracetam 10uM donde se muestra la corriente de Bario
en presencia del Piracetam, observandose una reduccion y corrimiento a la izquierda de la misma en
comparacion con la corriente control. La corriente de apertura inicia a un voltaje de -40 mV, la
maxima a -10mV y un regereso a -40 mV. Para realizar la curva I-V, se utilizé una n de 5 células.

Se elabor6 una curva de activacion mediante el protocolo que se muestra en la Figura 29 la
medicion se realiz6 en los milisegundos 2-3 en la cola de corriente, la cual fue normalizada
y ajustada por la ecuacion de Boltizmann / = /,../[1+exp((—V+V,)/k)]. Las variables
arrojadas por la ecuacion de Boltzmann (I es el ajuste de la amplitud de la curva, |, (A2)
es la corriente maxima, V, (xO) es el voltaje de activacion media, y k (dx) es la pendiente)
fueron sometidas a una prueba t de Student, resultado ser diferentes estadisticamente

(p<0.05) el control del Piracetam. La curva de activaciéon, no normalizada, muestra que el
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Piracetam reduce la amplitud de las corrientes de calcio tipo N, mientras que la curva de

activacion normalizada muestra como el Piracetam incrementa la actividad de los canales de

calcio tipo N, activandolos en potenciales mas hiperpolarizantes.

A B
+Bmv
30 mV « Control
.70mvV I 20 m Pir10 |Ll"'.l"
-80 my — 1
Ty
a) g
0. a
= 101
—
N
b) 0 it : :
-80 -40 0 40
V (mV)
™y
H
=1
No normalizada
Variable Control Piracetam 10 uM
A los datos de amplitud, se les aplicé Al 0.55270 + 0.197 0.37020 + 0.312
una prueba de t de Student entre en
control y el Piracetam, resultando ser A2 21.113 + 0.192 5.5681 + 0.232
estadisticamente diferentes.
Xo -22.684 + 0.322 -32.585 + 1.71
dx 4.0909 + 0.293 3.7214 +1.43
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Cola IBa

0.8 1

0.6 1

0.4

0.2

0.0 1

—m— Control

Normalizada
Piracetam
Variable Control Piracetam 10pM
Al 0.76716 + 0.3269 -0.00324 + 0.11852
A2 18.85259 + 0.35024 0.90794 + 0.09434
,."/ x0 -19.95387 + 0.76051 -29.73479 + 0.80828
dx 6.130556 + 0.67093 4.81009 + 0.71657
-80 60 40 20 0 20 40

Voltaje

Figura 29. Curvas de activacién de canales de calcio tipo N, En A, se muestra el protocolo utilizado con las
corrientes obtenidas en control a) y en presencia de Piracetam 10 uM b), B, curva de activacion sin
normalizar. En C, normalizada, donde se muestra un corrimiento hacia potenciales mas hiperpolarizantes
de la corriente de Ba en presencia de Piracetam 10 uM, los ajustes de las curvas B y C se realizaron por

una ecuacién de Boltzmann, / = /., /[1+exp((—V+V,)/k)], donde | es el ajuste de la amplitud de la

curva, I, (A2) es la corriente maxima, V,, (x0) es el voltaje de activacion media, y k (dx) es la pendiente,
a estas graficas se les aplicd una prueba t con una p< 0.05, las cuales resultaron ser estadisticamente

diferentes el control del Piracetam . Se utiliz6 una n de 5 células para realizar la gréfica.

Por dltimo se registraron las corrientes de los canales de calcio tipo N mediante un protocolo
de doble pulso. Este protocolo se inici6 a un potencial de mantenimiento de -80 mV durante
5 ms, en seguida se llevé a -8 mV durante 20 ms y un regreso de -40 ms durante 10 ms
en el pulso 1, posteriormente se dio un pulso condicionante a 80 mV durante 50 ms y al
terminar se lleva a -80 mV nuevamente durante 5 ms, posteriormente a -8 mV durante 20

ms y un regreso a -40 mV durante 10 ms en el pulso 2.

Se midi6 el indice de facilitacion, el cual es definido como el valor de la amplitud de la
corriente del pulso dos entre la del pulso uno. Las mediciones se realizaron en los primeros
milisegundos de los pulsos 1 y 2, donde se observa un incremento en la facilitacion de la
corriente en presencia del Piracetam comparado con el control (Figura 30). El indice de
facilitacion, el cual se muestra el resumen en la figura 31, fue sometido a una prueba t de

Student, resultando ser diferentes estadisticamente (p<0.05), con una n de 7 células.
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Control Pira 10uMm

resultando  ser
diferentes

C
25
2
:g Control Piracetam
1%
g 15 10uM
@ Indice de 1.50 £ 0.09 2.0+£0.27
-
g 1 facilitacion
2
£
05

*Se aplicd a los datos una prueba de
t de Student, con una p< 0.05,

estadisticamente

Figura 30. Incremento de la facilitacibn por presencia de Piracetam 10uM. En A se

muestra el protocolo de doble pulso, en B, se muestran los trazos en control y en

presencia de Piracetam 10 pM, en C, se muestra graficado en indice de facilitacion

obtenido en condiciones control y en presencia de Piracetam 10 pM y en D, se muestran

los valores obtenidos del indice de facilitacion en control y en presencia de Piracetam 10

M



10.1 El Piracetam actua de manera extracelular

con efecto reversible 10. DISCUSION

10.1 EL PIRACETAM ACTUA DE
MANERA EXTRACELULAR CON

El Piracetam es una molécula hidrosoluble (Castillo vy

EFECTO REVERSIBLE

Medina, 2005, Winblad, 2005) y se une a las cabezas [| 10-2 EL PIRACETAM PRESENTA
SELECTIVIDAD SOBRE LOS

de fosfolipidos de la membrana celular (Windblad, CANALES DE CALCIO TIPO N
10.3 EL PIRACETAM INCREMENTA LA

2005). El hecho de que en los presentes resultados al ACTIVIDAD DE LOS CANALES DE

igual que en trabajos reportados anteriormente, el efecto CALCIO TIPO N
10.4 LAS PROTEINAS G Y LAS

del Piracetam sea reversible durante el lavado (Yoshii y ACCIONES DEL PIRACETAM

Watabe, 1994, Solntseva, et al, 1997, Koike, ef a/, 1992,
Niespodziany, et al/, 2001, Lukyanetz et a/ 2001, Pisani, et a/, 2004), indica que dicho
efecto sea temporal, debido a que hay recuperacion de las corrientes después del lavado y

actta de manera extracelular (Figs. 26 y 27)

10.2 El Piracetam presenta selectividad sobre los canales de calcio tipo N

El IC,, obtenido en los resultados, comparado con los de Lukyanetz, ef a/, 2001 y Pisani, et
al, 2004, es mucho menor. Esto indica que en las SCGs hay una mayor sensibilidad al
Piracetam. La alta concentracion de canales de calcio tipo N que se encuentra en las
preparaciones en neuronas SCG (Garcia-Ferreiro, 2001), muestra a su vez su alta
especificidad cuando se utiliza una concentracion dentro del rango micromolar del farmaco,
ademas de presentar un bloqueo muy efectivo (93% figura 25) de los canales de calcio tipo

N en las preparaciones utilizadas en el presente trabajo.
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10.3 El Piracetam incrementa la actividad de los canales de calcio tipo N

Las curvas |-V y de activacion obtenidas (Figs. 28 y 29), sugieren que el Piracetam activa
las corrientes de calcio tipo N hacia potenciales mas hiperpolarizantes, concordando con los
resultados reportados por Koike, et a/, 1992 y Solntseva, et al/, 1997, apoyando la idea de
que algunos farmacos nootropicos modifican la sensibilidad al voltaje de los canales de
calcio, y en particular hacia potenciales mas hiperpolarizantes, de tal forma que se
incrementa la actividad del canal. De esta manera, se sugiere que las acciones del
Piracetam actian sobre la sensibilidad al voltaje del canal de calcio tipo N mediante su

interaccion directa o indirecta con el segmento S4, responsable de la sensibilidad al voltaje.

10.4 Las Proteinas G y las acciones del Piracetam

Otra evidencia a favor de la modificaciobn de la sensibilidad al voltaje de los canales de
calcio tipo N, es el incremento del indice de facilitacion provocado por el Piracetam al dar el
segundo pulso, sumandose ambas facilitaciones, la de las proteinas G (control) con la de

Piracetam (Emslie, 2003 ), o presentandose en forma independiente pero en paralelo.

Los efectos de inhibicibn se pudieron apreciar durante el desarrollo de los registros, los
cuales se caracterizan por la presencia de corrientes facilitadas (De Waard, et g/, 2005).
Esto contrasta con la accion de las proteinas G que producen estados activados, los cuales
incluyen el corrimiento a la derecha de la curva de activacion y enlentecimiento de la
corriente de activacion (De Waard, et a/ 2005). Los cuales no fueron observados en

presencia del Piracetam.
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11.1 Posible sitio de interaccion del
Piracetam en los canales de calcio tipo N 11. PROPUESTAS

11. 1POSIBLE SITIO DE INTERACCION

DEL PIRACETAM EN LOS

El Piracetam actia de manera extracelular, concordando CANALES DE CALCIO TIPO N
11. 2POSIBLE EFECTO DE BLOQUEO
con los resultados, antecedentes y discusiones DE LOS CANALES DE CALCIO

TIPO N POR PIRACETAM

anteriormente mencionadas, y por lo tanto su sitio de
11.3 PERSPECTIVAS

interaccion es extracelular.  Ademas, debido a que
induce a la activacion del canal de calcio hacia potenciales mas negativos, el posible sitio de
interaccion de los canales de calcio es el sitio de interaccion 4 (Cestéle y Catterall, 2000,
Catterall, et al, 2007 ). El cual se encuentra en las asas que unen los dominios IIS1- [1IS2 vy
IIS3- 11S4, (Cestéle y Catterall, 2000, Catterall, ef a/, 2007 ), en los cuales esta involucrado
el sensor de voltaje 11S4. Estas moléculas alteran la apertura del canal al unirse al asa que
une a los segmentos S3-S4, impidiendo un movimiento libre del segmento S4 durante el

proceso de apertura (Cestéle y Catterall, 2000, Catterall, ef a/, 2007 ).

11.2 Posible efecto de bloqueo de los canales de calcio tipo N por
Piracetam

Un mecanismo de la inhibiciobn de las corrientes de calcio, posiblemente sea causado por
bloqueo provocado por la molécula de Piracetam. El bloqueo pude ser explicado mediante
dos teorias, una en la que el bloqueador se une dentro del poro del canal, obstruyendo el
flujo de iones. La otra via podria ser mediante un mecanismo alostérico, donde el bloqueador
se une a un receptor, donde la macromolécula estabilice el estado conformacional cerrado

del poro, llevandolo a un estado en el que la apertura sea mas dificil (Hille, 2001).

Las evidencias que se muestran a favor de que la molécula del Piarcetam produce bloqueo,
son que la molécula del Piracetam es muy semejante a la del Levetiracetam, mas que a la

del Aniracetam, los cuales fueron probados en presencia del bloqueador selectivo (-
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conotoxina GVIA). Al afadir el Aniracetam después del bloqueador selectivo, todavia se
redujo un poco mas la amplitud de la corriente (Koike, et a/ 1992), lo cual indica que no
hay competencia del receptor del canal por ambas moléculas, debido a que ambos presentan
receptores distintos, al haber una suma de efectos al afiadir el farmaco. Por el contrario, al
anadir el Levetiracetam en presencia del bloqueador selectivo, no hay reduccidn extra por
parte del farmaco (Lukyanetz, et a/, 2001), por lo que ambas moléculas compiten por el
mismo receptor del canal, mostrando ambas efecto de bloqueo. Por lo tanto, se sugiere que
la inhibicidbn de la amplitud de las corrientes es provocada por el bloqueo de la molécula de

Piracetam.

El presente estudio propone que el Piracetam puede ser una herramienta Gtil en el estudio
tanto funcional como estructural del canal de calcio tipo N, debido a su alta especificidad y a
sus sitios de interacciobn con el canal. El hecho de que el Piracetam participe en la
modulacién de los canales de calcio tipo N, los cuales desempefian un papel fundamental en
la regulacion de la entrada de calcio intracelular en las terminales nerviosas (Garcia-Ferreiro,
2001) y de ser uno de los principales causantes de la liberacion de neurotransmisores (De

Waard, et a/, 2005), permiten su uso farmacologico en enfermedades neuronales.

Perspectivas

Debido a su alta especificidad y eficacia sobre los canales de calcio tipo N, el Piracetam
podria ser una herramienta util para investigaciones futuras, tanto de manera funcional como
estructural del canal, ademas de presentar propiedades nootropicas de interés terapéutico, al

modular las corrientes de calcio y por lo tanto la entrada de calcio intracelular.
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12. CONCLUSIONES

El Piracetam es un farmaco altamente selectivo en canales de calcio tipo N.

El Piracetam actia de manera extracelular, dependiente de la dosis, rapidamente y
con efectos reversibles.

Las acciones del Piracetam en los canales de calcio tipo N en neuronas SCG son:
una disminucion de las corrientes, el aumento del indice de facilitacion, sumandose a
la facilitacion de las proteinas G y modificacion de la sensibilidad al voltaje de los
canales de calcio tipo N, incrementando su actividad al cambiar la curva de
activacion hacia potenciales méas hiperpolarizantes

El posible sitio de interaccion del Piracetam en los canales de calcio tipo N en
neuronas SCG, es el sitio de interaccion 4 (asas entre los dominios IIS1- [1IS2 vy
IIS3- 1IS4), esto es debido a que los efectos reportados por Cestéle y Catterall,
2000, Catterall, et al, 2007 al unirse ciertas toxinas a este sitio provocan en la
reduccion de la corriente, a demas como un cambio en la sensibilidad al voltaje hacia
potenciales méas hiperpolarizantes, actuando de manera extracelular, concordando con

los resultados obtenidos en la presente tesis.
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®-AGA: w-Agatoxina

®-CTX: ®w-Conotoxina

1M: Micromoles

Ca”:i6n de Calcio

DMEM: Medio Aguila Modificado Dubeco’s
Gou: Subunidad a de la proteina G

GpB: Subunidad B de la proteina G

Gy: Subunidad y de la proteina G

lg.: Corriente de Bario

lca: Corriente de Calcio

ms: Milisegundos

mV: Milivoltios

SCGs: Neuronas simpaticas del Ganglio Cervical Superior
TEA: Tetraetilamonio

TTX: Tetrodotoxina

ANEXO
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