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INTRODUCCIÓIOBJECTIUS

INTRODUCCIÓ IOBJECTIIIS

Un deis objectius més importants per a la fannacologia actual és el coneixement

profünd deis mecanismes que mitjancen les malalties del sistema nervios central (SNC), tant

degeneratives com psiquiátriques. Aquest coneixement portaría al desenvolupament de
farmacs suficientment selectius per guarir aqüestes malalties sense causar efectes indesitjables.

De la gran quantitat d’estudis realitzats al respecte fins a l’actualitat, sembla ser que la
neurotransmissió per aminoácids excitadors (AAE), encapfalada peí glutamat, té un paper

important en Faparició de malalties de tipus neurodegeneratiu. Concretament, entre els

subtipus de receptors glutamatérgics que es coneixen són els del subtipus NMDA (N-metil-

D-aspartat) els que es consideren, per una sobreactivació deis mateixos, responsables de

moltes d’aquestes patologies.

A partir d’aquesta hipótesi, es desenvoluparen molécules antagonistes del receptor

NMDA, tant de tipus competitiu com no competitiu, és a dir, bloquejants del canal iónic
associat al receptor i que mitjancen el seu efecte. Aquests farmacs tindrien un efecte

neuroprotector. Entre els antagonistes no competitius existents trobem substancies com

l’MK-801, la fenciclidina o “pols d’ ángel” (PCP), d’aquí que també s’anomeni a aquests llocs
d’unió llocs del PCP, o del dizocilpí (MK-801).

Aqüestes molécules, pero, resultaren teñir una série d’efectes indesitjables
(psicotomimétics, convulsivants, al-lucinógens...) que les feien inútils peí tractament

d’aquestes malalties, pero tot i aixó, encara són d’utilitat en recerca. D’altra banda, a vegades,
la complexitat del sistema nervios central i la gran quantitat de vies interconnectades pot
dificultar l’estudi de les seves propietats.
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Abd dones, fóra interessant un estudi deis efectes d’aquestes molécules en teixits

periferics, on les vies nervioses implicades són més simples. Experiments realitzats peí nostre

equip de recerca en conducte deferent aillat de rata amb l’MK-801 apuntaren a l’existéncia
d’un altre tipus d’efecte no relacionat amb el bloqueig del receptor NMDA; concretament, a
una potenciació de les contraccions induides per noradrenalina. S’havia descrit que, en el
sistema nervios central, el PCP i l’MK-801 eren capados d’inhibir la captado de
catecolamines en els termináis nerviosos, mentre que a nivell periféric només s’havien realitzat

experiments in vitro en cél-lules cromafins i en arteria caudal de rata.

D’altra banda, s’havia descrit que aquesta capacitat d’inhibidó de la captado de

noradrenalina era també present en els anomenats lligams a (sigma), els receptors deis quals
havien inicialment estat classificats de forma errónia com a pertanyents de la familia de

receptors opioides i posteriorment confosos amb els llocs d’unió de la fenciclidina. S’ha
trobat que farmacs pertanyents a aquesta familia podrien ser d’utilitat en el tractament de
malalties com l’esquizofrénia i que, a més, sembla ser que modulen l’activitat deis receptors

NMDA i la dopaminérgica. Entre aquests lligams trobem el dextrometorfa i l’haloperidol
entre d’altres.

Per tant, seria interessant fer un estudi comparatiu deis efectes de molécules

pertanyents ais dos grups sobre la neurotransmissió noradrenérgica en un órgan on aquesta hi

predomina, com és la porció epididimal del conducte deferent de rata i intentar veure si aquest
efecte és extrapolable en animal sencer.

Abd dones, els OBJECTIUS de la present memoria són:

- Estudiar en la porció epididimal del conducte deferent aillat de la rata, els efectes de
l’MK-801 sobre la neurotransmissió noradrenérgica. Determinar el seu mecanisme d’acció.
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- Comparar aquests efectes amb els d’altres antagonistes no competitius del receptor
NMDA (lligams PCP) i amb els d’alguns deis anomenats lligams o. Del primer grup

s’estudiará el PCP, la tenociclidina (TCP) i el dextrorfá. Del segon, haloperidol i
dextrometorfá.

- Intentar esbrinar si els efectes potenciadors sobre la noradrenalina de l’MK-801
tenen repercussió en animal sencer sobre un parámetre de component altament adrenérgic
com és la pressió arterial. Per portar-ho a terme, es fará servir la técnica de determinació de la

pressió arterial cruenta en rata anestesiada amb o sense desmeduMació.

-4 -
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RECEPTOR NMDA

RECEPTOR NMDA

A.-RECEPTORS GLUTAMATÉRGICS:

Els receptors GLUTAMATERGICS (glutamat com a neurotransmissor majoritari) es
troben classificats en receptors IONOTRÓPICS (si es troben lligats a un canal iónic) o

receptors METABOTRÓPICS (aquells que están acoblats a un sistema de proteína G). Dins
de cada un d'aquests grups, es defineixen altres subtipus de receptors en base a les afinitats

que demostren per diferents análegs del glutamat. Abd dones, slian descrit fins al moment

quatre subtipus de receptors del glutamat (Whatson y Girdlestone,1995):

-METABOTRÓPICS

-INOTRÓPICS:

-Receptor AMPA (Ácid a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónic)

-Receptor Kainat

-ReceptorNMDA (N-metil-D-aspartat)
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RECEPTOR NMDA

A. 1 .-RECEPTORS METABOTRÓPICS:

Estructuralment són similars a altres receptors acoblats a protemes G, tot i que hi ha
diferencies importants respecte ais ja coneguts. El seu agonista més potent i selectiu és 1’IS,

3R-aminociclopentil-l,3-dicarboxilat (1S, 3R-ACPD) (East, 1992; Manzoni, 1992). L’únic

antagonista selectiu descrit és l'ácid L(+)-2-amino-3-fosfonopropiónic (L(+)-AP3), tot i que

aquest compost no sembla inhibir la resposta de l'agonista sobre alguns subtipus de receptors

metabotrópics.

Es una familia altament heterogénia de receptors, acoblada a múltiples missatgers

secundaris, com la hidrólisi de fosfatidilinositols (Guiramand, 1991a; 1991b; Schoepp 1991;

Suzdak, 1993) o disminució en la producció de AMPc (Schoepp, 1993). Aixó fa que, pels

receptors metabotrópics, la denominado "receptors a aminoácids excitadors" siguí imprecisa,
donat que la seva activado pot teñir efectes excitadors o inhibidors depenent deis missatgers
secundaris que siguin activats.

A.2.-RECEPTORS IONOTRÓPICS:

Són aquells receptors que contenen en la seva estructura canals iónics específics per

determinats cations (Schneggenburger, 1993). Els receptors AMPA, Kainat i NMDA són

similars a altres grups de receptors associats a canals iónics, com el nicotínics o els

GABAérgics. La seva activado duu a la despolarització de la neurona, degut al flux de

cárregues positives des de l'espai sináptic al citoplasma (Heinomen, 1989; Kiedrowski, 1994).
Es tracta de receptors formats per combinado de diferents subunitats. Aqüestes subunitats
conferirán la farmacología i fisiología característiques per cada subtipus de receptor

(Sprengel, 1993).
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A.2.1.-RECEPTORS AMPA / KAINAT:

L'actívació deis receptors AMPA/Kainat mitjan9a l'obertura d'un canal catiónic, que

permet el pas de Na+ i K+ a 1'interior de la céMula (Di Porzio, 1993), mentre que la

permeabilitat a ions Ca2+ és baixa. Aquests subtipus de receptors es diferencien

farmacológicament del subtipus NMDA i, al igual que aquest, el seu perfil de selectivitat per
diferents agonistes i antagonistes és específic i característic. No obstant, la diferenciació entre

el subtipus AMPA i el subtipus Kainat és més difícil d'establir.

Respecte a les accions que aquests tipus de receptors provoquen en el sistema nervios
central (SNC), s'ha establert que són els responsables del component rápid característic de
l’acció del glutamat en la neurona postsináptica, provocant la seva despolarització (Zorumski,

1992). Així dones, la seva funció seria análoga a la del receptor nicotínic en la sinapsi
mioneural. Segons el model teóric més acceptat en la actualitat per la LTP (potenciació a llarg

termini) (veure apartat A2.2.B.), aquests tipus de receptors actúen conjuntament amb el

receptor NMDA en la seva inducció i manteniment.

A.2.2.-RECEPTOR NMDA:

L'activació peí glutamat o l’NMDA d'aquest subtipus de receptor es tradueix, al igual

que en el cas deis receptors AMPA/Kainat, en l'obertura d'un canal iónic que despolariza la
neurona. No obstant, el receptorNMDA és molt més complex. La interacció entre l'agonista i
el receptor no és suficient. Aixó és degut al requeriment absolut de la preséncia de l'aminoácid
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RECEPTOR NMDA

glicina que, a l’interaccionar amb un lloc d’unió específic, potencia les accions de 1NMDA de
manera semblant a com les benzodiacepines potencien les del GABA sobre el receptor

GABAa. Abd, la glicina i FNMDA activen un canal catiónic amb una alta permeabilitat peí
Ca2+ i una selectivitat relativa per aquest ió.

Arrel de recents estudis farmacológics i cinétics, s'ha estipulat que el receptor NMDA

posseeix, com a mínim, 2 llocs d'unió per l’NMDA i 2 per la glicina. L'obertura del canal no
tindria lloc fins que els quatre llocs d'unió fossin ocupats (Fig. 2). Una altra característica
fonamental del receptor NMDA és el bloqueig del canal catiónic per Mg2+ a concentracions

fisiológiques d'aquest ió (lmM) (Varga, 1992). El bloqueig per Mg2+ no desapareix fins que la
neurona es despolariza, per exemple mitjaníant l'acció del glutamat sobre receptors

AMPA/Kainat. Es tracta dones d'un bloqueig sensible a la despolarització de la neurona

postsináptica. És llavors quan es produeix el pas de ions Ca2+ i Na+ cap al citoplasma.

Aquesta propietat ha parnés elaborar la hipótesis mitjan^ant la qual el receptor NMDA
actuaría com un sistema d'amplificació que permetria la inducció i manteniment de processos

com la potenciació (LTP) o depressió a llarg termini (LTD).

Electrofisiológicament, el receptor NMDA es diferencia per una reacció més tardana
al glutamat i un temps d’obertura del canal més llarg, arribant fins a décimes de segon. Aixó
es deu a que l'afinitat que posseeix el glutamat peí receptor NMDA és més gran que la que

mostra peí receptor AMPA, fent que durant la unió de glutamat el receptor NMDA es pugui
obrir repetides vegades.

El coneixement de la fimeionalitat d'un receptor depén en gran parí de les eines

farmacológiques de les que es disposi. Per aquesta raó s'han desenvolupat en els últims anys

un gran nombre de nous compostos amb capacitat per unir-se al receptorNMDA (Kudo,
1991; Mannaioni, 1994). Una altra de les raons per les que s'ha impulsat la recerca de noves

molécules ha estat la possibilitat d'utilitzar aquests lligams en el tractament de diferents
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RECEPTOR NMDA

desordres del SNC pels que no es disposa de tractament adequat i en els que el receptor
NMDA té una gran relleváncia (SherifFs, 1993). A més a més, aquests compostos podrien
contribuir a una millor comprensió d'alguns processos fisiológics poc estudiáis fins al

moment, com la LTP, la LTD o la excitoxicitat. (Kawai, 1992).

Els antagonistes competitius del receptor NMDA són molécules molt senzilles, quasi
totes són deriváis cíclics de l’ácid D-amino-5-fosfonopentanoat (D-AP5) o del D-amino-7-

fosfopentanoat (D-AP7) (Vázquez, 1992). En la figura 1 es representen les estructures

moleculars de diversos antagonistes competitius abd com d’alguns agonistes del receptor
NMDA.

Agonistes

COOH

L-glutamat NMDA

Antagonistes

D-AP5 D-AP7

Fig. 1.- Agonistes i antagonistes competitius del receptorNMDA.
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RECEPTOR NMDA

A.2.2.a.-Modulació aHostérica en el receptor NMDA;

A.2.2.a.l.-Modulació per glicina:

Sense cap dubte, la característica més notable del receptor NMDA és la modulació

per glicina (Bonhaus, 1987). Diferents autors van descriure que l'activitat del canal es veia
incrementada per 1'aminoácid glicina (Johnson, 1987; Reynolds, 1987; Oliver, 1990). Aquesta
modulació era independent de l'estricnina, substancia que inhibeix els efectes de la glicina
sobre el seu receptor meduHar, descrit anys abans. Per tant, es tractava d*un nou lloc d'unió,

al qual es denominá lloc d'unió de la glicina insensible a restricnina. Poc després es va

observar que, en realitat, el receptorNMDA posseeix un requeriment absolut de la glicina per
la seva cooperativitat. Abd es va descriure en els treballs de Kleckner i Dingledine (Kleckner,

1988; McBain, 1989).

El mecanisme peí qual la glicina modula el receptor NMDA sembla ser múltiple. Per
una part, impedeix la disminució de l'activitat del receptor que apareix quan l'agonista s'aplica

per un període llarg de temps, fenomen que es coneix com desensibilització. Per altra part,

possibilita l'obertura del canal (Lerma, 1990). Aquests efectes són produits per un mecanisme

d'interacció al-lostérica, encara que no es descarta l'existéncia de pertorbació estérica entre els
dos aminoácids (Grimwood, 1993). Els estudis presentáis per Benveniste i col. (Benveniste,

1990) intentaven determinar quins eren els patrons cinétics pels que es regien el receptor
NMDA i la seva desensibilització. El millor ajust cinétic es va trobar amb un model que

suposava l'existéncia de quatre llocs d'unió: dos per la glicina i dos per l’NMDA.
Curiosament, totes les subunitats clonades descrites que conformen el receptor NMDA

posseeixen llocs d'unió per l’NMDA i la glicina. No obstant, actualment es considera a

1'aminoácid glicina un co-agonista més que un modulador del receptorNMDA
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A.2.2.a.2-Modulació per bloquejadors del ionófor:

A part de l'activació del receptor NMDA per la glicina i del bloqueig per Mg2+,
existeixen altres mecanismes pels quals aquest receptor és modulat. Existeix un lloc d'unió en

el complex canal-receptor que és bloquejat per alguns compostos com el dizocilpí (MK-801)
o els anestesies dissociatius com la fenciclidina (PCP) o Ketamina, de manera análoga a

l'oclusió per Mg2+, donant lloc a un antagonismo no competitiu del receptor NMDA (Lodge,

1990) (Fig.2.). Per aixó se'ls ha denominat antagonistes no competitius del receptorNMDA o

bloquejadors del canal (MacDonald, 1990).

El ió zinc (Zn2+) també posseeix la propietat de bloquejar el canal (Eimerl, 1992,

1993), pero a diferencia de l'acció del Mg2+, la seva interacció no és depenent de la

despolarització de la neurona. A més, sembla ser que existeixen dos llocs d'interacció amb el

receptor: un d'alta afinitat fora del canal, i un altre de menor afinitat en el propi ionófor,

efectuant, aquest últim, un bloqueig similar al del Mg2+ (Reynolds, 1992).

A.2.2.b.-Paper fisiológic del receptor NMDA:

El receptor NMDA está implicat en gran quantitat de processos tant a nivell fisiológic
com patológic. Una de les fimeions més importants que realitza és en la regulació de l'entrada
de calci extracel-lular necessária peí manteniment de la potenciado a llarg termini (LTP) i la

depressió a llarg termini (LTD) (Shindou, 1993). Aquest tipus de processos són canvis en la
transmissió sináptica que comporten modificacions en la morfología neuronal. La LTP
s'indueix després dYina repetida estimulació de les vies aferents neurals i comporta un

increment en l'eficácia de la transmissió sináptica (Malenka, 1992). Actualment es considera a

aquest fenomen el model sináptic de l'aprenentatge i la memoria en mamífers. Per altra banda,
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ha d'existir un mecanisme peí qual aquesta potenciado de la transmissió desaparegui, donat

que si la LTP fos Púnic fenomen de plasticitat sináptica s'arribaria inevitablement a la seva

saturado. Aquest mecanisme és la depressió a llarg termini (LID), és a dir, representa el
model sináptic de Yoblit (Tsumoto, 1993).

A part de la localització majoritáriament sináptica, existeixen receptors NMDA fora
de la sinápsis. La seva fiinció seria la de mantenir un to adequat d'excitabilitat postsináptica.

Alguns treballs han conclós l'existéncia en les termináis noradrenérgiques de receptors

NMDA, influint en l’alliberació de noradrenalina (Speciale, 1992). Altres indiquen que les
neurones noradrenérgiques que innerven el conducte deferent es troben sota control

glutamatérgic, fet important en el control motor de l'órgan (Lara i col., 1988).

B.-PATOLOGIES ASSOCIADES ALS AMINOÁCIDS EXCITADORS:

La patogénesi d'algunes malalties s'ha relacionat amb una excessiva activació deis

receptors glutamat, o bé a algún defede en el control de la neurotransmissió glutamatérgica.
Entre aqüestes patologies s'inclouen els diferents tipus d'atacs epiléptics, la isquemia i trauma
en el SNC i algunes malalties neurodegeneratives com les malalties de Huntington, Parkinson
o Alzheimer. És per aixó que en els últims anys hi ha hagut gran interés en el

desenvolupament d'antagonistes deis receptors glutamatérgics amb possible utilitat en el
tractament d'aquestes patologies. Tot i que per algunes d'elles ja existeixen tractaments válids,
la recerca de nous agents terapéutics está justificada per la necessitat d'aconseguir fármacs
amb menor incidénda d’efectes secundaris o perfils farmacocinétics més favorables.
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Fig.2.-Representació esquemática del receptor NMDA i alguns deis seus llocs
de modulado. En condidons de repós, el ió Mg2+ bloqueja el canal,

impedint el pas de Ca2+ i Na+ a l’interior cel-lular i la sortida de K+. Els
antagonistes no competitius del receptor (o bloquejants del canal) com
l’MK-801 o la fenciclidina s’uneixen a un lloc próxim al Mg2+. A l’interior

cel-lular existeixen dominis susceptibles a ser fosforilats, modulant

l’activació del receptor.
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RECEPTOR PCP

A.-INTRODUCCIÓ:

La fenciclidina, originalment introduída al 1958 com un anestésic dissociatiu, ha

arribat a ser utilitzada com a droga de carrer i és coneguda com a “Pols d’Angel”.

Aquesta, en voluntaris sans, indueix símptomes psicodisléptics, similars ais deis pacients

esquizofrénics, a qui indueix un empitjorament deis seus símptomes, que dura váries
setmanes. Un lloc d’alta afinitat peí PCP es troba situat dins del canal iónic lligat al

receptorNMDA (Foster i Fagg, 1987).

B.-RECEPTOR PCP:

Anís i col. (1983) van demostrar que els anestésics dissociatius com la
fenciclidina i la ketamina podien inhibir les respostes neuronals induides per l’NMDA.

Aqüestes dades, junt amb el fet que el binding amb un análeg del PCP que s’utilitza per

marcar els llocs d’unió del PCP lligats al complex receptor NMDA, la [3H]Tenociclidina
(TCP) (l-(2-tienil)-ciclohexilpiperidina) en membranes de cervell de rata fos estimulat

per la preséncia de 10 pM de glutamat (Loo i col., 1987), donaven evidencies de
l’existéncia d’un complex receptor NMDA/PCP en aquest teixit.

Altres estudis mostraven que l’MK-801 presentava una inhibido com la del PCP

deis processos neuronals mediáis per l’NMDA (Wong i col., 1987). Experiments de
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binding demostraren que l’MK-801 inhibeix el binding del [3H]TCP amb una alta

afinitat, en un model de binding en dos llocs d’unió que genera una corba d’inhibició
amb un coeficient de Hill de 0,45 ± 0,02 (Loo i col., 1987). Un análisi informátic

posterior de les dades obtingudes de binding mostrá una CI50 de 100 ± 19 nM i de 4600
± 9500 nM respectivament per a cada lloc d’unió. L’addició de 0,5 pM de L-glutamat,

provoca un increment de Fafinitat de l’MK-801 pels seus llocs d’unió, observant-se una

disminució de quatre vegades els valors de les CI50, suggerint que els efectes

antagonistes, com els del PCP, están mediats via una interacció amb el receptor PCP
associat amb el complex ionófor del canal NMDA i, per tant, que l’MK-801 interacciona
amb els llocs d’unió de la fenciclidina en el SNC.

Així dones, análegs del PCP, com el TCP i l’MK-801, han mostrat una afinitat
molt elevada vers el receptor PCP acoblat al complex receptor NMDA.

C.-SUBTIPUS DE RECEPTOR PCP:

Quirion i col. al 1987 van descriure en preparacions de cervell de rata, que els

lligams del receptor PCP tenen varis llocs d’unió. El PCP, es Higa amb una afinitat alta
dins del canal iónic lligat al receptor NMDA, com ja s’ha comentat, i també a un punt

amb una afinitat més baixa, el qual ha estat caracteritzat utilitzant un análeg del PCP, la

N-[l-(2-benzo (b) tiofenil) ciclohexiljpiperidina (BTCP).

Així dones, el PCP té múltiples llocs d’unió que han estat dividits en 2 subtipus:
el PCPi i el PCP2 (Vignon i col., 1986; Rothman i col., 1989). El PCPi és associat al
canal iónic del receptor NMDA, mentre que el PCP2 es considera acoblat al

transportador de catecolamines, concretament al lloc de recaptació de dopamina (Vignon
-16 -
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i col., 1988). En cél-lules de la medul-la adrenal s’han pogut observar receptors PCP,

pero sembla ser que el subtipus PCPi no hi és present (Rogers i Lemaire, 1990).

D.-PAPER FISIOLÓGIC DEL RECEPTOR PCP:

Es coneix que la unió del PCP al receptor PCPi bloqueja l’activació del receptor
NMDA (Thompson i col., 1985), mentre que l’estimulació del receptor PCP2 ha mostrat
un bloqueig en la recaptació de dopamina en les terminacions nervioses. Un deis efectes

biológics del PCP que pot estar involucrat en algunes de les seves propietats psicótiques
és la inhibició de la recaptació de catecolamines i serotonina a les termináis nervioses

(Smith i col., 1977; Vignon i Lazdunski, 1984; Bowyer i col., 1984; Johnson i Snell,

1985; Snell i col., 1988), el qual ha estat atribúit a la interacció específica del PCP amb el

subtipus PCP2. El fet comentat anteriorment de l’abséncia de receptor PCPi en la
meduHa adrenal fan aquest teixit molt útil per a l’estudi del paper deis lligams PCP i

sigma en la inhibició de la recaptació de la [3H]noradrenalina (NA).

E.-EL DEXTRORFÁ COM A LLIGAM PCP:

El dextrometorfá, principi actiu de molts preparats antitussius de mostrador,
també presentá un ampie perfil anticonvulsivant (Tortella i col., 1989b; Kuko i Wada,
1989; Takazawa i col., 1990), així com propietats neuroprotectores en models
experimentáis de dany neuronal (Steinberg i col., 1988; George i col., 1988; Tortella i
col., 1989a). Aquests efectes, més que a la seva acció sobre receptors sigma o a la baixa

-17 -



RECEPTOR PCP

potencia antagonista sobre el receptor NMDA, s’atribueixen al seu metabólit fenólic
dextrorfa. El dextrorfa és un anticonvulsivant més potent (Tortella i col, 1989a; Wong i

col., 1988; Aram i col., 1989; Chapman i Meldrum, 1989), neuroprotector (Choi, 1987;
Choi i col., 1987; Monyer i Choi, 1988; Steinberg i col., 1988, 1989) i antagonista deis
canals de calci (Carpenter i col., 1988) en molts deis mateixos models animáis.

Aquest metabólit podría ser el responsable de totes aqüestes accions del
dextrometorfa ja que, en humans, aquest farmac és metabolitzat a dextrorfa en més d’un

90%, havent-se descrit casos de toxicitat en nens i reaccions psicotomimétiques quan

s’ha ingerit en sobredosi medicaments que contenen dextrometorfa.

Estudis posteriors demostraren que el dextrorfa presenta una elevada afinitat pels
llocs PCP associats al receptor NMDA (Kd 23 nM) (Franklin i Murray, 1992), es a dir,
els PCPi, mentre que presenta una afinitat de moderada a baixa pels llocs sigmai (Klein i

Musacchio, 1989; Walker i col., 1990). Aqüestes dades, unides al fet que els efectes
observats irt vivo coincideixen amb els que presenten els antagonistes no competitius del

receptor NMDA com el PCP o l’MK-801, indiquen que el dextrorfa és un potent lligam

tipus PCP.

A continuació es representen les estructures moleculars deis principáis lligams
PCP:
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FH3

OH

DEXTRORFÁ

PCP TCP

Fig.3.- Principáis lligams tipus PCP.
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RECEPTOR SIGMA:

A.-PERSPECTIVA HISTÓRICA;

El receptor sigma va ser proposat al 1976 per Martin i col. (1976) per donar una

explicació a les accions de l’(±)-SKF 10.047 (N-alil-normetazocina) i benzomorfans
racémics relacionáis.

Aquests compostos produeixen un quadre comportamental característic en el

gos, com el deliri caní, i tenen efectes psicotomimétics en humans (Haertzen, 1970;
Keats i Telford, 1964). Investigacions posteriors van revelar que el (±)-SKF 10.047 es

lligava a tres tipus de receptors:1.-En primer lloc, ais receptors opiacis mu (p) i kappa (k) (Mangan i col.,

1982) 2.-Al receptor PCP (Zukin et al., 1986)3.- Al receptor sigma (a) (Quirion i col., 1987).

Aquests últims han estat subclassificats com: receptors sigma sensibles a

l’haloperidol, insensibles a l’etorfina i a la naloxona.
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B.-PROPIETATS DELS RECEPTORS SIGMA:

Inicialment, quan van ser descoberts a l'any 1976, es pensá que eren un tipus de

receptor pertanyent a la familia deis receptors opiacis. Descobriments posteriors van

demostrar que no era així, degut a que mentre els receptors opiacis eren enantioselectius

pels isómers(-) deis narcótics derivats de l'opi, els antagonistes deis narcótics i els

congéneres seus, el receptor a era enantioselectiu pels isómers(+) i a més, la naloxona
era inefectiva en ffont els efectes tant in vivo com in vitro deis lligams a (Brady i col.,

1982). Per tant, amb aixó quedá ciar que el receptor o no és un tipus de receptor opiaci.

Posteriorment, alguns investigadors van afirmar que el receptor o era idéntic al

receptor PCP, basant-se en el desplafament de la unió del [3H]PCP peí lligam o

prototípic (+)-SKF 10.047 (Mendelsohn i col., 1985; Zukin i col., 1984). Per aquesta

raó, els receptors a van ser algunes vegades anomenats "sigma opiaci/ receptor PCP"

(Zukin i col., 1984). De tota manera, el patró de selectivitat de la unió del [3H](+)-SKF
10.047 difereix del patró del [3H]PCP demostrant que aqüestes substáncies es lliguen a

diferents receptors. Per exemple, farmacs antipsicótics (com l'haloperidol) desplacen

potentment la unió del [3H](+)-SKF 10.047, pero són molt débils o inactius en front la
unió del [3H]PCP (Tam, 1983; Tam i Cook, 1984). Inversament, el PCP despiafa molt

poc la unió del [3H]haloperidol (Tam i Cook, 1984; Downes i col., 1986; Itzhak, 1987).

Els receptors a i PCP poden també diferenciar-se per la seva distribució
anatómica, perqué, els llocs d’unió del [3H](+)-SKF 10.047 i del [3H]PCP están
concentráis en diferents árees del cervell (Gundlach i col., 1985; Largent i col., 1984;

McLean i Weber, 1988; Sircar i col., 1986; Gundlach i col., 1986). Tam (1985) va

apuntar altres diferéncies entre la unió del [3H]PCP i la del [3H](+)-SKF 10.047 com la
sensibilitat de la unió del [3H]PCP ais ions de sodi i la baixa afinitat i poca
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estereoselectivitat mostrada pels receptors PCP en front la unió del (+)-SKF 10.047 i la

(+)-etilcetociclazosina. D'aquests descobriments quedá ciar que el [3H](+)-SKF 10.047
es Higa a dos llocs diferents: un lloc sensible a rhaloperidol (que subseqüenment va ser

anomenat receptor o) i a un lloc sensible al PCP (anomenat receptor PCP; Quirion i col.,

1987).

C.-RECEPTORS SIGMA I PSIQUIATRIA:

Els efectes psicotomimétics indults peí primer lligam a van suggerir que aquest

receptor estava involucrat en la fisiopatologia d'alguns desordres psiquiátrics. Si aquests

efectes psicotomimétics deis lligams o són atribuibles, almenys en part, a la seva afinitat

pels receptors a no quedava tant ciar.

Al 1990, Musacchio, va concloure que aquests efectes eren més bé relacionáis

amb l'activació deis receptors k o amb l’activació del receptor PCP (Musacchio, 1990).

Un any més tard, Su (1991) doná les mateixes dades i va concloure que si el efectes

psicotomimétics induits per lligams a levorotatoris, com la (-)-pentazocina, semblaven
estar relacionats amb l'activitat del receptor k, aquells induits pels lligams a

dextrorotaroris eren atribuibles, en part, a la seva afinitat peí receptor o.

La implicació deis receptors a en l’esquizoffénia es basa en Taita afinitat trabada

per Thaloperidol per aquest receptor. L'afinitat d'aquesta butirofenona peí receptor o és
encara més alta que la seva afinitat pels receptors dopaminérgics. Més tard, ha estat

descrit que in vivo i in vitro, en cervell de rata i conill porquí el receptor a podría
representar la proporció més gran de la unió del [3H]haloperidol. Estudis de tomografia
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d'emissió de positrons (TEP) en humans conclueixen el mateix, utilitzant el

[18F]haloperidol (Schlyer i col., 1992). Durant bastants anys, l'haloperidol va romandre
com el lligam amb l'afinitat i selectivitat més altes peí receptor a i va ser utilitzat en molts
deis estudis d’unió de radiolligams.

La implicado potencial deis receptors o en esquizofrenia és recolzada per estudis

post-mortem que mostren una reducció en la densitat deis llocs d'unió o en el córtex i en

cerebels de pacients esquizofrénics (Shibuya i col., 1992). De tota manera, la significació

clínica encara és dubtosa ja que la majoria d'aquests pacients havien estat tractats amb

neuroléptics, i és ben sabut que aquest tractament crónic amb haloperidol indueix una

"down-regulation" de receptors sigma (Reynolds i col., 1991).

Per tant, fins al moment, el valor terapéutic de lligams selectius o en

l'esquizofrénia no ha estat clarament establerta. Alguns han qüestionat els avantatges

terapéutics d’aquests compostos, suggerint que el receptor a pot ser responsable

d'alguns efectes indesitjables (notablement els símptomes extrapiramidals) induits per

neuroléptics (Goldstein i col., 1989).

Degut a que varis antidepressius com la sertralina, fluoxetina, opipramol, deprenil
i clorgilina tenen una alta afinitat peí receptor a s’ha apuntat la possibilitat de que aquest

receptor estigui involucrat en desordres afectius importants. Tractaments a llarg pía?
amb imipramina o fluoxetina disminueixen la densitat de receptors a en l'estriat,

hipocamp i córtex cerebral de rata (Shirayama i col., 1993)

-23 -



RECEPTOR SIGMA

D.-SUBTIPUS DE RECEPTOR SIGMA I LA SEVA DISTRIBUCIÓ

EN EL SNC:

Arrel de varis estudis bioquímics es va suggerir la preséncia de dos subtipus del

receptor a (Musacchio i col., 1989). La nomenclatura actual reconeix l'existéncia de dos

subreceptors, anomenats Oí i a2. En aquesta classificació, lligams a com l'(+)SKF

10.047, la (+)pentazocina i el JO-1784 ((+)-ciclopropil-metil-N-metil 1,4-difenil-l-il-but-

3-en-1-ilamina) són selectius peí receptor Oí, mentre que altres com el DTG (l,3-di-(2-

tolil)guanidina) i rhaloperidol tenen una afinitat similar per tots dos receptors (Quirion i

col., 1992). De tota manera, diferents treballs indiquen l'existéncia de més de dos

subtipus. Per exemple, el pretractament amb toxina pertussis suprimeix la potenciado de
la resposta de 11SÍMDA induida per una dosi baixa de JO-1784 pero no la induüda per la

(+)pentazocina (Monnet i col., 1994). Aixó suggereix que el JO-1784 potencia la

resposta de l'NMDA via un receptor sigma acoblat a una protéma Gi/o , mentre que la

(+)pentazocina indueix el mateix efecte via un receptor a acoblat a un altre sistema de
transducció diferent de les protéines G. De fet treballs previs mostraven que la unió de la

[3H]pentazocina no és modificada per la preséncia de GTP i Gpp(NH)p (análeg estable
del GTP) i que alguns efectes de la (+)pentazocina eren mediats via un receptor diferent
del ai.

S'han trobat densitats significants de receptor a en teixit periféric (Wolfe i col.,

1989) encara que són particularment abundants en el sistema nervios central. Estudis
autoradiográfics amb el [3H]3-PPP (3-[3-hydroxyphenyl]-JV-(l-propyl)-piperidina) i el

[3H]haloperidol han mostrat que els receptors a están particularment concentráis en

regions implicades en la regulado d'emocions i funcions motores, sistema límbic i tronc
cerebral, respectivament. Per altra banda, també s’ha trobat densitats significatives de
receptors a en altres árees del sistema nervios central, com la substáncia nigra, cervellet,
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etc. (Gundlach i col., 1986; Weber i col., 1986). Els estudis autoradiográfics amb la (+)-

pentazocina, el (+)-SKF 10.047 i el DTG, tritiats, han mostrat una gran heterogeneítat en
la distribució del receptors Oí i a2 en diferents zones de Fencéfal (McCann i col., 1994).

Aquesta distribució heterogénia deis diferents subtipus de receptors o és recolzada per

dades electrofisiológiques que mostren respostes diferents a la (+)pentazocina, al DTG i
al JO-1784.

E.-PAPER FISIOLÓGIC DEL RECEPTOR SIGMA:

Molts estudis han intentat determinar el paper fisiológic del receptor o

(Debonnel, 1993). Els primers estudis es duien a terme amb lligams poc selectius i a altes
concentracions. En conseqüéncia, els nombrosos efectes descrits lligats a l’activació del

receptor a són dubtosos. En particular, aquests efectes eren sovint atribulbles a l'afinitat

d'aquests lligams peí lloc del PCP (Malouf i col., 1988) i no a la interacció amb els

receptors sigma.

A continuació exposarem el paper fisiológic d'aquest receptor centrant-nos en la

descripció deis seus efectes fisiológics implicats en la modulació de neurotransmissions
glutamatérgiques i dopaminérgiques, degut a que aqüestes interaccions no poden ser

confoses amb un efecte mitjanfat peí lloc del PCP.
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E.l.-INTERACCIÓ AMB LES RESPOSTES MITJANCAPES PER NMDA;

Com ja hem mencionat, en els darrers anys es disposa de lligams a selectius i amb
una gran afinitat ((+)3-PPP i DTG). Aquests lligams han sigut estudiáis tant en

experiments in vivo com in vitro, mostrant-se capados de modular la resposta NMDA.
Els efectes d’aquests compostos en l’activitat neuronal induida per l’NMDA s’han

comparat amb la induida per l’activació d’altres subtipus de receptors glutamatérgics.
Dosis baixes del DTG potenciaven les repostes induides per l’NMDA pero no les

mitjan?ades pels altres receptors glutamatérgics. Efectes similars varen ser obtinguts amb

altres lligams o, com per exemple la (+)-pentazocina o el JO-1784. A aquests compostos

se’ls denominé agonisíes. Només quatre deis lligams a, haloperidol, (+)3-PPP, BMY-
14802 (a-(4-fluorofenil)-4-(5-fluoro-2-pirimidinil)-l-piperazina butanol) i NE-100 (N,N-

dipropil-2-[4-metoxi-3-(2-feniletoxi)fenil]-etil-amina monohidrocloridrat) no van

modificar la resposta de TNMDA, sino que varen revertir la potenciació abans descrita,

per tant es van anomenar antagonistes a.

Més interessant encara, va ser que les corbes dosi-resposta, obtingudes amb tots

els agonistes o en aquest model d’enregistrament de Pactivació neuronal induida per

TNMDA, tenien forma de campana. Aixó indica que, el grau de potenciació de la

resposta induida per l’NMDA per aquests agonistes s’incrementa de forma dosi-depenent
en el marge de dosis baixes. Una vegada s'ha obtingut el máxim grau de potenciació,

aquest decreix progressivament a dosis més altes. Aquesta caiguda de la potenciació de
la resposta d’NMDA a dosis altes deis lligams a és deguda a la pérdua de selectivitat

d’aquests compostos peí receptor cr, pero no a la desensibilització d’aquests.

Aquests resultáis indicaven que els lligams a modulen in vivo el complex
receptor NMDA-canal iónic, i sembla ser que ho fan a través del receptor oj.
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E.2.-INTERACCIÓ AMB EL SISTEMA DOPAMINÉRGIC:

Des del seu descobriment, s’ha suggerit la possibilitat de la interacció deis

receptors o amb el sistema dopaminérgic. Martin i col. (1976) van apuntar que "l'activitat

sigma pot involucrar un mecanisme dopaminérgic". No s’ha d’oblidar, pero, que la

majoria deis lligams o utilitzats o els seus primers metabólits tenen, deixant de banda la

seva afinitat peí receptor a, una alta afinitat pels receptors PCP i/o dopaminérgics.

Per tant, les interaccions entre receptors a i neurotransmissions dopaminérgiques
no són completament clares degut, principalment, a l'abséncia de selectivitat d'alguns deis

lligams o. El (+)3-PPP posseeix una afinitat relativament alta per l'autoreceptor

dopaminérgic. No obstant, sembla ser que varis agonistes a incrementen l’alliberació
basal de neurotransmissor de les neurones dopaminérgiques i l'alliberació de dopamina en

algunes árees innervades peí sistema dopaminérgic.

F.-PAPER PELS RECEPTORS SIGMA EN EL CONDUCTE

DEFERENT:

El (+)-3-PPP i el (+)-SKF 10.047 potencien les contraccions neurogéniques
(induides per estimulació eléctrica) en conducte deferent ai'llat de ratolí on, com és sabut,
predomina la neurotransmissió per ATP (Matsuno i col., 1993). A diferéncia deis
resultáis obtinguts en artéria caudal de rata (Massamiri i Duckles, 1990; 1991) amb

lligams o i PCP, aquesta potenciació és estereoselectiva (l'isómer (+) és molí més potent
que el (-)). Aquest fet es correlaciona amb la seva capacitat d’inhibir la unió del [3H](+)-
SKF 10.047, lligam deis receptors o en aquests órgans. Aixó permetia deduir que la

-27 -



RECEPTOR SIGMA

potenciado de les contraccions neurogéniques indui'da per lligams a és mitj andada per

receptors o. L'estimulació d’aquests receptors a benzomorfans causaría una potenciació
de la neurotransmissió per ATP.

Posteriorment, els mateixos autors demostraren que aqüestes substáncies també

potenciaven la contracció indulda per l'aplicació d'ATP exogen (Matsuno i col., 1996)

mitjanfant l'acció sobre un tipus de receptor o diferent ais ai i G2.

Les estructures moleculars deis principáis lligams del receptor a, el (+)-SKF

10.047, l’haloperidol, el DTG, el (+)-3-PPP i el dextrometorfa, es mostren a la página

següent (Fig. 4).

-28 -



RECEPTOR SIGMA

HALOPERIDOL DEXTROMETORFÁ

OH

^ CH3

(R)-(+)-3-PPP

Fig.4.- Principáis lligams tipus sigma.



RECAPTACIÓDE LA NORADRENALINA

RECAPTACIÓ DE LA NORADRENALTNA

A.-INTRODUCCIÓ:

En diferents teixits es produeix una acumulado de catecolamines (noradrenalina i

adrenalina) (Axelrod i col., 1959). Entre aquests teixits es traben el cor i la melsa, els quals
acumulen catecolamines principalment grácies a un sistema de transpon d'alta afinitat a les
termináis nervioses simpátiques (uptake). En el sistema nervios central també existeix un

sistema de transport, constituint aquest el principal mecanisme per a la neurotransmissió. Abd

mateix, en les cél-lules cromafins de la meduMa adrenal també es traba present un sistema de

transport d'alta afinitat que ha estat caracteritzat i pot ser comparable amb el ja anteriorment
descrit en el cervell (Kenigsberg i Trifaro, 1980; Jaques i col., 1984; Baneijee i col., 1987;

Rogers i Lemaire, 1991).

Aquest sistema de transport es pot diferenciar en dos tipus, segons si és neuronal

(tipus I) o extraneuronal (tipus II):

-TRANSPORTNEURONAL:

Aquest transport té lloc prinripalment en termináis nervioses i redueix la quantitat de
molécules de neurotransmissor capaces d’actuar sobre els receptors. De la NA acabada
d’alliberar per aqüestes terminacions, un 80% és recaptada, entra al citoplasma de la neurona

i és transportada activament altre cop cap ais gránuls, on quedará emmagatzemada i podrá ser

alliberada de nou per un estímul nervios.
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És un sistema caracteritzat per ser un transport actiu, saturable i competitiu, el qual

presenta una estereoselectivitat per les formes(-). Diverses substáncies com la cocaína,

amfetamina i altres amines simpáticomimétiques, alguns antidepressius tricíclics (imipramina,

amitriptilina..) i certs neuroléptics produeixen una inhibició d’aquest tipus de transport.

-TRANSPORT EXTRANEURONAL:

Existeix també, una captació de NA i altres amines en altres cél-lules no neuronals.

Aquesta captació té lloc per mitjá d’un sistema amb menor afinitat per les catecolamines. En

aquest tipus de transport Tamina captada no será emmagatzemada, sino que será
metabolitzada per la MAO (monoamino oxidasa) o per la COMT (catecol-o-metil

transferasa).

Tot i també funcionar mitjanqant un transport actiu, aquest dificilment será saturable.
Presenta més activitat davant de l’adrenalina que front la NA i, a diferencia del neuronal no

presenta estereoespecificitat. Els esteroides, la fenoxibenzamina i metabólits metilats
l’inhibeixen.
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B.-FACTORS MODULADORS D’AQUEST TRANSPORT A NIVELL

DEL CONDUCTE DEFERENT:

B.l.-Dependencia del Sodi:

El sodi és un catió imprescindible peí transport de NA, ja que és necessari peí
funcionament del transportador d’amines associat a la membrana axónica de neurones

noradrenérgiques (Iversen i Kravitz, 1966; Bogdanski i Brodie, 1966). Les propietats

cinétiques d'aquest transport són les d'una reacció enzimática seqüencial per a dos substractes,
el Na+ i la NA, els quals actúen com a co-substractes de forma cooperativa (Sammet i

Graeffe, 1979; Friedrich i Bónisch, 1986).

Una inhibició d'aquest transport, ja siguí per part de substractes altematius (amines
com el (-)-metaraminol i la (+)-amfetamina) o inhibidors d'aquest "no transportáis"

(desimipramina, nisoxetina, nomifensina i cocaína), presenta també una dependéncia a Na+ per
a la seva actuació.

B.2.-Dependéncia del Clorun

Friedrich i Bónisch (1986) van observar la dependéncia del CF en el transport de

captado neuronal. Estudis realitzats en abséncia d’aquest ió en el medi determinaren que es

produeix una anublado o disminució de la captado de NA, obtenint un índex de captació del
12% front estudis realitzats en presénda de Cl'. Aquests autors van demostrar que la

presencia extracel-lular d’aquest ió provocava una estimulado de la captació neuronal
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disminuint la Km (constant de Michaelis-Menten) i augmentant la Vmax (velocitat máxima) del
sistema de transpon de NA.

S’observa una sensibilitat a la concentració externa de Cl' en l’efecte deis inhibidors

d’aquest transport com la desimipramina i la cocaína, patint una disminució de la seva

poténcia en abséncia d’aquest anió. La desimipramina presenta una sensibilitat més elevada i,

per tant, una dependéncia més gran a aquest ió, podent-se suggerir que existeix una diferencia
en l’estat del transportador sobre el qual actúen cada una d’aquestes substancies (Ungell i

col., 1989).

B.3.-Efecte de la colina :

El transportador de NA localitzat en la membrana axónica de les neurones

noradrenérgiques té afinitat per la colina. Existeix una interacció competitiva entre la [3H]NA
i la colina peí transportador, produint-se abd una inhibició de la captado neuronal de NA
tritiada per part de la colina (Keller i Graefe, 1979).

En estudis realitzats en preséncia de colina en el medi (en altes concentracions, mM)
com a substituí del Na+ en experiéncies que requereixen una concentració baixa o abséncia

d’aquest ió en el medi, s’ha pogut observar que la colina provoca una acceleradó de la difusió

quan es mesura la sortida de [3H]NA Aquest increment de la sortida és una característica
diferenciativa deis substractes inhibidors del transportador i que els diferencia deis inhibidors

“no transportáis”

La inhibició d’aquest transport per la colina és depenent de la concentració de Na+ en

el medi, essent més potent en preséncia d’aquest.
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B.4.-Efecte del tractament amb fármacs inhibidors de la captació neuronal:

Sallés i Badia (1993) van descriure l’existéncia d’una desensibilització deis receptors

adrenérgics ai en tractaments llargs amb farmacs inhibidors de la captació neuronal (en el
conducte deferent de rata), segurament provocada per Pincrement deis nivells de NA a

l’entom deis receptors. De totamanera aquesta pérdua depén d’altres factors com la densitat i
simetría de les innervacions i de l’amplada de la vesícula sináptica.

B.5.-Efecte de l’edat:

Entre la part epididimal i la prostática del conducte deferent existeixen diferéncies en

els valors de captació neuronal, essent aquests valors més elevats en la part epididimal.

En relació amb l’edat es pot observar una disminució d’aquesta fimció en la part

prostática (reducció del valor Vmax), mentre que no s’observa aquesta disminució en la part

epididimal (Avellar i col., 1990).

Confirmant aqüestes dades, Peckelmann i Wemeck de Avellar (1992) van descriure

que l’edat provocava una reducció del numero de llocs d’unió per a la [^HJdesimipramina en

la part prostática i no en la part epididimal.
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B.6.-Efecte del Iiti:

En experiéncies en un medi on s’ha afegit Iiti per tal de suplir la deficiéncia de Na+,
s’ha pogut observar, només en la part prostática, una potenciado en la captado neuronal de
la [3H]NA. Aquest efecte era bloquejat amb una preincubació deis tebdts amb mioinositol,

suggerint un paper deis metabólits del fosfatidilinositol en el procés de recaptació neuronal.

(Pekelman i Wemeck de Avellar, 1992). Altres treballs, pero, realitzats en conductes
deferents provinents de rates tractades crónicament amb Iiti no han trobat alteracions en

l’alliberament ni en la recaptació de la [3H]NA, així com, en la funcionalitat deis receptors ai
ni a2 (Finberg i col., 1992).

C.-ACCIÓ DELS LLIGAMS SIGMA I PCP SOBRE EL TRANSPORT

DE CATECOLAMINES:

Derivat deis efectes comportamentals observáis in vivo, Pecnich i col. (1989a, 1989b,

1991) van establir la hipótesi de que part de les propietats psicotomimétiques de la
fenciclidina podrien ser degudes a un bloqueig en la recaptació de catecolamines i serotonina
a les termináis nervioses. S’ha observat que el mateix marge de dosis del PCP considerades

anticonvulsivants i neuroprotectores, degut a un bloqueig no competitiu del receptorNMDA,
també produeix uns efectes com hipotérmia, disminució deis nivells de prolactina i elevació
deis nivells extraceMulars de dopamina que s’han atribu'it a un bloqueig de la recaptació de
catecolamimes.

En diverses preparacions de sinaptosomes de cervell de rata es va trabar que el PCP
inhibía aquesta recaptació (Smith i col., 1977; Bowyer i col., 1984; Vignon i Lazdunski,
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TAULA 1: INHIBICIÓ DE LA pH|NA EN

CULTIÜS DE CÉLLULES CROMAFINS

SUBSTANCIA C3so(llM)

(CéMules cromafins)
Inhibidors de Vuptake

DESMETTLIMIPRAMINA 0,010 ±0,002

Llisams sisma

HALOPERIDOL 0,47± 0,09

(+)-3-PPP 0,5 ± 0,08

DEXTROMETORFÁ 0,51 ±0,02

RIMCAZOLE 4,03 ± 0,28

(-)-BUTACLAMOL 5,11 ±0,12

(+)-SKF 10.047 14,0 ±2,87
DTG 20,0 ± 4,24

(-)-SKF 10.047 38,3 ± 6,04

LlisamsPCP

MK-801 1,92 ±0,18

FENCICLIDINA 0,24 ±0,07

TENOCICLIDINA 0,42 ±0,08
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Així dones, els lligams o i PCP podrien teñir una acció inhibitoria de Yuptake de NA

per mitjá d’un lloc que guarda semblanza amb el receptor ai, pero, diferent del lloc

responsable de la captació de dopamina (PCP2) (Rogers i Lemaire, 1991).

En experiéncies realitzades en tebdts periférics, es trobá que el PCP actuava

augmentant la resposta induida eléctricament en conducte deferent de conill porquí, mentre

que l’haloperidol, un antagonista del receptor o, antagonitzava aquest efecte (Vaupel i col.,

1987). Per altra banda, al matebe any, Campbell i col. van demostrar el mateix peí TCP i peí

(+)PPP (antagonista també del receptor a).

El PCP fou estudiat en conducte deferent de rata, podent-se observar un

desplafament cap a l’esquerra en la corba concentració resposta a NA (indicant una

potenciado), mentre que la corba a oximetazolina, la qual no presenta recaptació, no es veia

afectada en preséncia d’aquest fármac. Tampoc s’observava una variació en la resposta a

tiramina per aquest compost. Per tant, es podía descartar una acció presináptica ct que

provoqués un augment de l’alliberació de NA i es refor9ava més la possibilitat d’un
mecanisme d’acció inhibitori de la recaptació d’aquest neurotransmissor (Fox i col., 1989).

Kennedy i Henderson (1989) van excloure la implicado deis receptors a com a

responsables d’aquesta potendació de la NA. Aquests autors van trobar que el (+)-3-PPP
inhibía les contraccions neurogéniques en conducte deferent aillat de ratolí (contradient la

potendació descrita per Campbell i col., 1987), pero si es bloquejaven els receptors

dopaminérgics D2 amb sulpiride, llavors el (+)-3-PPP les potenciava. L’haloperidol (un

suposat antagonista o) potenciava les contraccions a concentracions entre 1CT6 i 10'5 M pero a

concentradons més altes les inhibía, i el DTG, un potent lligam c , tampoc hi tenia efecte.

Així dones, quedá demostrat que les potenciadons tenien lloc per l’acdó a un punt diferent
ais a descrits fins al moment.
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Fox i col. (1991) van demostrar, en conducte deferent aillat de rata, que la

potenciado de les contracdons neurogéniques peí PCP, la (±)-pentazocina i I’(+)-SKF
10.047 tampoc no eren degudes a una acció sobre el receptor a, ja que les seves poténcies no
es correlacionaven amb les seves afinitats pels receptors o centráis. El DTG no afectava

aqüestes contracdons ni inhibia la potenciació per les altres substancies emprades. Aquest
estudi indicava que el conducte deferent de rata no és útil per avaluar lligams o i recolzava la

hipótesi de la potenciació per inhibido de la recaptació.

A nivell d’altres órgans periférics com l’artéria caudal aillada i perfimdida de rata,

altres autors (Massamiri i Duckles, 1990; 1991) observaren que PMK-801, el TCP, el (+)-
SKF 10.047 i el (+)-3-PPP potenciaven les contraccions induides per NA amb un ordre de

poténcies de: TCP>(+)3-PPP>MK-801>(+)-SKF 10.047. La hipótesi de la inhibido de la

captado de tipus 1 o neuronal era recolzada peí fet de que si s’inhibia el transport neuronal de
NA amb cocaína les potenciacions s’anulaven, mentre que si s’inhibia el transport no neuronal
amb deoxicorticosterona les potenciacions no es veien afectades. Una manca de correlació de

poténcies mesurades amb les afinitats d’aquestes substancies peí receptor o permetia
descartar una vegada més la participado d’aquests receptors en aquest efecte.

En Tartéria caudal de rata, aqüestes molécules també inhibien la incorporació

neuronal de [3H]NA, així com en seccions de cervell de rata on inhibien el binding de la

[3H]desimipramina. La captado de [3H]NA fou també sorprenentment inhibida per

Thaloperidol, el BMY-14802, el rimcazol i el DTG, els quals també sorprenentment inhibien
les contraccions per NA en Tartéria afilada. La seva poténcia inhibitoria de les contraccions
era, pero, major que la inhibitoria de la recaptadó, suggerint que Tefecte d’inhibició de les
contraccions era degut a un altre efecte, segurament directe, sobre el múscul llis. De fet, hi ha
treballs que demostren un antagonisme musculotrópic per Thaloperidol de les respostes a NA
i dopamina en conducte deferent de rata (Miranda i col., 1988) que emmascara el possible
efecte sobre la captado de les catecolamines. La bona condado existent entre la inhibido de
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la captado de [3H]NA i la inhibido del binding de [3H]desimipramina per aqüestes

substancies va permetre suggerir que aquests lligams interaccionen d’una forma complexa
amb el transportador de NA.
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MATERIAL I MÉTODES

A.-EXPER1ÉNCIES EN BANY D'ÓRGANS:

A.L- FONAMENT;

Pels estudis en órgan aillat s'ha utilitzat el bany d'órgans; aquest muntatge consisteix
en una copa de vidre que contindrá el tebdt, i que es troba connectada a un serpentí el qual es
comunica amb un reservori extern de solució salina fisiológica. Tant la copa com el serpentí
están rodejats per un bany d'aigua termostatada, que permet regular la temperatura a la qual
s'ha de fer l'assaig.

El teixit, en la majoria deis casos, es fixa al bany mitjan?ant un suport adequat.

La preparado es pot airejar per mitjá d'una placa porosa que presenta la copa en la
seva base, a través de la qual es fa passar aire a pressió o bé O2 o carbógen (95% 0-2¡S%Coi).

Els estudis en órgans aillats ofereixen una serie d'avantatges comparats amb els
estudis en animal sencer o en estudis realitzats en fraccions subcel-lulars d'aquests.

Els avantatges en front ais experiments en animal sencer són:

- Les fimcions elementáis intrínseques d'un órgan poden ser estudiades en condicions

controlades, per exemple, modificant la composidó de Pespai extracel-lular (ions,
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eicosanoids, hormones, etc.), o les condicions bioquímiques i fisiques de la resposta (registre
isométric o isotónic, tensió de precárrega definida), etc.

- Es pot sotmetre a l'órgan a condicions extremes que no poden aconseguir-se en l'organisme
intacte o es poden aconseguir amb moltes dificultats. Per exemple, disminució de la

temperatura, inducció de contraccions i relaxacions enmúscul llis, provocar isquemia, etc.

- S'exclou qualsevol tipus d'interacció entre órgans dins de l'organisme. Per exemple la

dependéncia en una determinada resposta de la pressió arterial o de la respiració.

- Els resultáis obtinguts en aquest tipus de técniques són, freqüentment, facils d'interpretar, ja

que un gran nombre de factors bioquímics i mecánics poden ser despreciáis.

Per altra banda els avantatges en front ais estudis realitzats en homogenats de tebdt són:

- L'órgan aillat, pero integre, pot realitzar un treball fisiológic, per exemple producció d'orina i
bilis en el ronyó aillat, contracció en un teixit muscular, en cor aillat es pot mesurar el treball

cardíac, etc.

- Per tant es poden realitzar comparacions directes entre la resposta de l'órgan aillat i el seu

comportament en l'organisme.

Tot i aixó, la metodología en órgan aillat presenta alguns desavantatges front a altres

técniques. Podem anomenar-ne alguns respecte a l’experimentació realitzada in vivo.

- Els resultáis es fan més difícils d’extrapolar ja que la farmacocinética és diferent a la que

existeix en viu.
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- La interacció entre órgans pot ser important en alguns processos i aquí s'ha eliminat. Per

exemple, la regulació hormonal del metabolisme.

- Es pot danyar l'órgan o tebdt durant la dissecció.

- Alguns órgans poden veure's afectats per problemes de difusió d’oxigen, substráete o de
fármac.

A.2.- OBTENCIÓ DEL CONDUCTE DEFERENT DE RATA:

Els animáis de laboratori utilitzats en les següents experiéncies han estat rates

Sprague-Dawley máseles, adults, de 250-275 grams (C.E.R.J., Le Génest, Fran9a). Els
animáis eren estabuláis sota condicions estándards de temperatura (22 ± 0.5°C) i mantinguts
en un cicle de llum-foscor de 12 hores (de 8 am a 8 pm) amb lliure accés a pinso (Letica IPM-

R20) i a l'aigua de beguda. Les rates es deixaren 24 hores en dejú abans de ser sacrificades.

El sacrifici de les rates es realitzá mitjan^ant decapitació. A continuació, es col-locaren

els animáis sobre una taula quirúrgica, on se’ls va practicar una laparatomía mitjana que

deixava al descobert tot el paquet intestinal.

Els conductes deferents són unes fines estructures blanques, que parteixen de

l’epidídim, prop deis testicles, fins a la vesícula seminal (Fig. 5), aquests conductes han de ser

extrets en la seva totalitat evitant qualsevol lesió que es pugui produir en l'órgan. Un cop

disseccionats es dipositaren en una placa de Petri que contenia una solució de Krebs-Henseleit
(adequada a cada experiencia) airejada convenientment i de forma regular amb carbógen
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(95% 0^5% CO2). Seguidament, es separá cuidadosament el tebdt connectiu, greix i vasos

sanguinis adherits a l'órgan.

Fig. 5.- Localització anatómica deis conductes deferents.

A.3.- MUNTATGE DELS CONDUCTES DEFERENTS EN EL BANY D’ÓRGANS;

Pels experiments en bany d'órgans, la porció epididimal era lligada a la barra de suport

del bany; s'agafava una longitud constant de 1.5 cm. i finalment es transfería a la copa del

bany. El volum de solució en la copa es mantingué en 20 mi. L'extrem lliure era lligat a un

transductor de tensió isométric (TRI110, Letica) acoblat a un amplificador (ISO 506, Letica)
i aquest a un registrador multicanal (PolyGraph 4006, Letica).
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La tensió obtinguda també era enviada a través d'un interface (Letica LE 60-100) a un
ordinador PC-compatible que executava el programa PR0T05 (Letica software Dept., BCN,

Spain).

Els conductes deferents, un cop muntats en la copa del bany, es sotmetien a un

període d'estabilització de 60 min, a una tensió de 400 mg i a una temperatura constant de
37°C. Durant tota l'experiéncia s'aplicá una aireació amb carbogen (95%02/5%C02) de forma
continua i homogénia, a través d'una placa porosa de vidre situada a la base de les copes del

bany.

A.4.-SOLUCIÓ SALINA FISIOLÓGICA:

Pels assaigs en órgan aillat es va utilitzar una solució Krebs-Henseleit de composició,
enmM:
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TAULA 2: COMPOSICIÓ DE LA SOLUCIÓ DE KREBS-

HENSELEU

REACTIUS CONCENTRACIÓ(mM)
NaCl 119,0

KC1 4,6

CaCl2 2,5

kh2po4 1,2

MgS04.7-H20 1,2

NaHC03 25,0

Glucosa 11,1.

Aigua bidestil-lada q.s.

A.5.- RESPOSTES INDUÍDES PER ESTIMULACIO ELÉCTRICA:

Ambache i Zar (1971) van ser els primers a suggerir que la NA no és l'únic
neurotransmissor en el conducte deferent de rata, idea que van confirmar Euler i Hedquist

(1975) ja que la resposta contráctil a l’estimulació eléctrica es pot desdoblar en dues

components, una de les quals no era adrenérgica. Al 1980, Hirst i Neil van suggerir que la

resposta no adrenérgica podía ser deguda a l’acció de la NA sobre una classe de

adrenorreceptors, que anomenaven gamma-adrenorreceptores, i que no són bloquejats pels

antagonistes a-adrenérgics clássics. Més recentment, Gillespie i Macrae (1983) van suggerir
que la NA era la responsable del primer component de la resposta, mentre que el segon
component era degut a un segon neurotransmissor (Mottram, 1988). Els treballs de Meldrum
i Bunstock (1983), Sneddon iWestfall (1984) en conducte deferent aülat de conill porquí,
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semblen confirmar que l'ATP és el neurotransmissor responsable del primer component

tetánic, mentre que la NA ho seria del segon.

De tota manera, les experiéncies realitzades en conducte deferent aillat de rata

(Amobi i Smith 1987), han demostrat que no es pot realitzar una diferenciació tan clara sobre
la naturalesa d’ambdós components de la resposta contráctil, ja que la importáncia relativa de
l’ATP i de la NA com a mitjancers de les diferents parts de la resposta tetánica varia en les
diferents espécies animáis.

En aquesta experiéncia els conductes deferents eren muntats en el suport entre

electródes de platí de camp, la solució de Krebs utilitzada fou la descrita anteriorment.

Després del període d'estabilització, les contraccions s’indulren durant 10 minuts, amb polsos
únics (0.1 Hz, 0.5 ms, Estimulador Grass S88) a voltatge supramaximal. Seguidament, s’afegí

el farmac (MK-801, 3,7 pM) i s’enregistrá durant 10 min. més. Es pará l’estimulació, es

realitzaren tres rentats, es deixá 10 min. d’estabilització i es va repetir l’estimulació 10 min.

més per veure si s’havia recuperat la resposta basal.

En alguns experiments, es va eliminar el Mg2+ de la solució de Krebs-Henseleit, per
estudiar l’efecte d’aquest ió en l’activitat de l’MK-801 en les respostes induides per

estimulació eléctrica.
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A.6.-PROTOCOL EXPERIMENTAL DE L’ESTIMULACIÓ DEL CONDUCTE

DEFERENT AMB NORADRENALINA EXÓGENA:

El protocol seguit en les experiéndes descrites a continuado ha estat el següent:

1 .-Despolarització amb KC1 (80 mM.) a fi de poder observar la contracció máxima de l'órgan.
15 min. d'estabilització.2.-Tres dosis de sensibilització amb NA 1,6 pM, separades entre elles per un temps de 10
min. Es descartaren els órgans que no respongueren de forma repetitiva a aqüestes

concentracions.3.-Dues corbes concentració-resposta control ambNA separades per intervals de 15 min.4.-Corbes concentració-resposta a NA en presencia de farmac, segons es descriu en els

següents apartats.

Les diferents concentracions de noradrenalina s'obtingueren a partir d'una solució

mare (de concentració 3,2 mM) preparada en una solució aquosa d'ácid ascórbic al 0,1% per

tal d'evitar la seva oxidado.

A.6.1 .-COREES CONCENTRACIÓ RESPOSTA A NA:

Les corbes concentració-resposta acumulatives per NA exógena es van realitzar en

abséncia (Corbes control) i en presencia de diferents concentracions d’MK-801, PCP
(fenciclidina), TCP (tenociclidina), dextrorfa, dextrometrofa i haloperidol, les quals es van
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afegir 10 min. abans de comentar les corbes. Després de cada corba, es deixaven 15 min. com
a període de recuperado abans de realitzar la següent.

A.6.2.-CORBES CONCENTRACIÓ-RESPOSTA EN PRESÉNCIA DE IOHIMBINA

EN ELMEDI:

- Finalitat:

La iohimbina, un antagonista competitiu del receptor adrenérgic ci2, va ser utilitzada
en l'experiéncia per poder observar la possibilitat d’una implicado d'aquest receptor en l'acció
de potenciació observada sobre l'efecte de la NA en el conducte deferent de rata per part de
1MK-801. També, a fi d’assegurar-nos de que no es produia potenciació de l'efecte de la NA,
en la contracció de la musculatura llisa del conducte deferent, per part de la iohimbina, es van

realitzar diferents corbes concentració-resposta a NA en presencia d’aquesta en el medi

(concentrado a la copa, 0,13 pM). La iohimbina era afegida al bany 10 minuts abans de
realitzar la corba acumulativa concentrado resposta aNA

-Experiencia:

Per tal d’observar l’efecte de l’MK-801 en presencia de la iohimbina es realitzaren

corbes concentració-resposta a NA La iohimbina era afegida a la copa (concentrado a la

copa: 0,13 pM) 5 minuts abans d’afegir l’MK-801 (5.3 pM), i després, al cap de 10 minuts es

realitzava la corba concentració-resposta aNA.
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A.6.3.-EXPERIÉNCIES PER A DETERMINAR LA PARTICIPACIÓ O LA NO

PARTICIPACIÓ DEL RECEPTORNMDA:

A.6.3.a.-Corbes concentració-resposta en presencia d’NMDA més glicina en el medi:

-Finalitat:

Per determinar si l’efecte de potenciació de rMK-801 observat era degut a una acció

d’antagonisme sobre els receptors de tipus NMDA, es va provar si aquest efecte era impedit

per la previa addició d’NMDA més glicina en el medi (l’NMDA, agonista del receptor

NMDA, i la glicina, substancia que modula positiva i aMostéricament aquest receptor (veure

receptorNMDA, apartat A2.2.A1.)).

-Experiencia:

Per realitzar-ho, es va afegir una barreja d’NMDA i glicina (concentració final a la

copa 300 pM i 10 pM, respectivament) 5 minuts abans d’afegir l’MK-801 (5.3 pM). Ais 10
minuts es realitzá la corba concentració-resposta a NA i es compararen els resultáis amb els

obtinguts sense la previa addició deis agonistes.
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A.6.3.b.-Corbes concentració-resposta en presencia d’AP5 en el medí:

-Finalitat:

A fi de descartar que la potenciado de la resposta a NA per una antagonista no

competitiu del receptor NMDA com és l’MK-801, fos deguda a un antagonisme sobre

aquests receptora, es va estudiar l’efecte de l’AP5, un antagonista competitiu del receptor
NMDA sobre les corbes concentradó-resposta aNA.

-Experiencia:

La concentrado utilitzada d’aquest farmac ha estat 10 pM. Aquesta era afegida 10
min. abans de realitzar la corba concentració-resposta aNA. segons el protocol explicat.

A.6.4.-CORBES CONCENTRACIÓ-RESPOSTA A NA EN RATES

RESERPINITZADES:

- Finalitat:

La reserpina és un alcaloide extret de les arrels de la planta Rauwolfia serpentina
Benth. Provoca una deplecdó intensa i perllongada deis dipósits de dopamina, noradrenalina i
serotonina en les terminacions corresponents del sistema nervios periféric, central, en la

meduMa suprarenal i en les plaquetes. Aquesta deplecdó es deu a la interferénda amb la
membrana granular, a la que incapacita per incorporar i emmagatzemar el contingut propi del
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gránul. Les monoamines queden alliberades intracel.lularment i són inactivades per la
monoamino oxidasa, quedant depleccionades les reserves de neurotransmissors.

La reserpinització de les rates es duia a terme a fi de poder observar si l'acció de
l’MK-801 era deguda a una estimulado de l’alliberació de la NA.

-Preparado de la reserpina per a ser administrada:

Degut ais problemes de solubilitat d'aquest fármac s'optá per administrar-lo en forma
de suspensió via subcutánea. Es prepará de manera que el vehicle emprat fou:

Carboximetilcel.lulosa 0.5%

Tween 80 0.1%

Aigua bidestil-lada q.s.p. lOOml.

Es pesaren 5 mg de reserpina i es passaren a un morter de vidre, s’homogeneitzaren
en un parell de gotes de vehicle. Seguidament, s'aná afegint vehicle a poc a poc agitant
continuadament fins a un volum final de 10 mi.

Aquesta suspensió era administrada 16 hores abans del sacrifici de les rates i segons la
pauta següent:

-Volum administrado: 10 ml/kg

-Dosi administrada: 5 mg/kg
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-Experiencia:

En aquest cas, les corbes concentrado resposta aNA en preséncia d’MK-801 es van

dur a terme abans que les corbes control, per tal d’evitar que es recarreguessin els reservoris
de neurotransmissors al realitzar aqüestes corbes, ja que el que es pretenia veure era si la

potendadó era deguda a un estímul de l’alliberació de NA endógena.

El protocol seguit fou:

1 .-Despolarització amb KC1 a fi de poder observar l’efecte máxim. Recuperació durant 15
min.2.-Corba concentració-resposta a NA en preséncia d’MK-801 (5,3 pM). 15 minuts
d’estabilització.3.-Realització de dues corbes concentració-resposta control aNA.

A.7.- EXPERIMENTS DUTS A TERME AMB BAIXA CONCENTRACIÓ DE SODI

EN EL MEDI:

El sodi és un catió imprescindible peí funcionament deis transportadora. Per tal
d'avaluar la influénda de la concentrado del sodi en l'efede de rMK-801, es realitzaren

experiments en baixa concentració i en concentrado normal d'aquest catió.
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Pels experiments en baixa concentrado de sodi es va substituir el clorur de sodi per

una quantitat equimolar de clorur de colina. Aquesta sal substitueix isoosmolarment el clorur
sódic. La baixa quantitat present en el medi provenia solament del NaHC03 (25 mM).

Per realitzar aquests experiments, un conducte deferent de cada animal va ser

introdu'it en solutió de Krebs-Henseleit normal (utilitzat com a control) mentre que l'altre es

posa en el medi amb baixa concentració de sodi. Les respostes eren induides per l'addició
d'una única dosi de NA (1.6 pM) en abséncia i en presencia d'MK-SOl (5.3 pM).

A.8.-EFECTE SOBRE LA TENSIÓ BASAL:

Al observar un cert efecte sobre la tensió basal (motilitat espontánia) per part de
rMK-801 es van realitzar diferents experiéndes amb l’MK-801 i altres lligams a i PCP.

A.8.1.-RATA NORMAL:

Aquests experiments es portaren a terme un cop realitzades les corbes concentració-

resposta en presénda del farmac, i de realitzar una corba control de NA per tal de veure si
havia desaperagut l’efecte del farmac amb els rentats.

Després de 30 min. des de Fúltima corba es procedí com s’explica a continuació:

1.- Incubado amb NA 16 pM (concentrado final a la copa) durant 3 min.. Aquesta incubado
es portava a terme a fi de recarregar les reserves deNA per evitar les diferencies entre els
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diferents órgans. Passat aquest temps es realitzaven 3 rentats per tal d’eliminar la NA del
medí.2.- S’engegava el registre per observar la tensió basal durant 5 min.3.- Addició del farmac a la concentració més alta provada en les corbes concentració

resposta, i es registra durant 15 min.

A.8.2.-INHIBICIÓ DE LA MOTILITAT ESPONTÁNIA PER PRAZOSINA:

L’efecte de la prazosina (antagonista ai postsináptic) sobre la motilitat espontánia

produida per l’MK-801 s’observá afegint lpM de prazosina després de 5 min d’enregistrar la

resposta un cop afegit el farmac (punt 3 de l'apartat anterior).

De manera análoga, s’assajá l’efecte de la iohimbina i de la combinació NMDA +

Glicina sobre la motilitat a les mateixes concentracions descrites en els apartats A6.2 i

A.6.3.a., respectivament.

A.8.3.-RATES RESERPLNITZADES:1.- Despolarització amb KC1.2.- S’afegia al bany l’MK-801 (Concentració final: 5,3 pM) i s’engegava el registre durant 10
min.. Rentat deis órgans.
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MATERIALSIMÉTODES3.- Incubado durant 3 min. amb NA 16 pM. Rentats.4.- S’enregistrá durant 2 min. I s’incorporá l’MK-801 (a igual concentració que punt 2) 9
min..

A.9.-AGENTS FARMACOLÓGICSIREACTIÜS EMPRATS:

-Bitartrat de Noradrenalina.

-Colina-HCl.

-Desipramina-HCl.

-Dextrometorfa-HBrIUO.

-Fenciclidina-HCl (PCP).

-Glicina.

-Haloperidol.
-Iohimbina-HCl.

-N-metil-D-aspartat (NMDA).

-Prazosina-HCl.

-Reserpina (metil reserpat ester de l’ácid 3,4,5-trimetoxibenzoic).
-Tenociclidina-HCl (TCP).

Obtinguts de Sigma, Chem. Co. (St. Louis, MO, USA).

-(+)-MK-801.

Obtingut de Research Biochem. Int. (Natick, MA, USA).
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-Dextrorfa.

Obtingut de ICN Biochemicals (Cleveland, Ohio, USA).

-Les sais i reactius de laboratori d’ús general s’adquiriren a Panreac (Montplet &

Esteban, S.A Espanya).

Les dissolucions stock, excepte la reserpina i llialoperidol, es prepararen en aigua

bidestiHada, i les dilucions de les mateixes en solució de Krebs. L'haloperidol es va disoldre
en etanol i les dilucions es prepararen en solució de Krebs de manera que la concentrado final
d'etanol a la copa del bany fóra inferior al 0,1%. La reserpina, degut a la seva poca solubilitat
va ser preparada en forma de suspensió (veure apartat A.6.4.).

A.10.- ANÁLISI DE LES PAPES:

-Corbes concentració-resposta a NA:

Els valors de les concentracions eficaces 50 (CE50) van ser calculades peí programa

d’ordinador PR0T05 que utilitza rutines de regressió lineal. Tots els resultáis s'expressen
com a les mitges +/- EEM (Error estándar de la mitja) de "n" experiments diferents.

Un valor de P inferior a 0,05 va ser considerat com a significant. Les diferéndes entre

els valors va ser estimada utilitzant l’análisis de la varian^a (ANOVA) utilitzant el programa

informátic GraphPAD Instat (GraphPAD Software, San Diego, LA, USA), seguida per el
test de SchefFé.
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-Obtenció de la CEioopels fármacs emprats:

A fi i efecte d’obtenir un valor numéric que permetés comparar les poténcies deis
fármacs emprats en el que respecte a potenciado de les respostes induides per NA exógena,
es procedí a calcular, per a cadascuna de les corbes concentració-resposta en preséncia de
diferents concentracions de farmac, el percentage de potenciació a una determinada

concentrado de NA respede a les corbes control. La concentració de NA triada fou 0,2 jjM

degut a que era a concentracions baixes on es veia major potenciació, ja que conforme ens

acostem a l’efecte máxim aquesta és menys potent.

A partir de les dades aba calculades, s’el-laboren les corbes concentració de

farmac(log)-resposta(%de potenciació) i, per regressió lineal, s’obtingué la CEioo, que és la
concentrado de farmac necessária per induir un 100% de potenciació

La inhibido de la recaptació de NA en els experiments de bany d'órgans va ser

quantificada seguint els cálculs proposats per Kenakin (1987). Breument, assumint que el

procés de recaptació segueix una cinética de Michaelis-Menten, i que la relació [A]/[A'] es

refereix a les concentracions efedives de NA en el bany d'órgans en abséncia ([A]) i en

presénda ([A']) d'inhibidor de la recaptació.

-Cálcul de la Kl:

La Ki, definida com la constant de dissociació en l'equilibri del complex inhibidor-

transportador, pot ser calculada per la següent equació.
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Equació.l:

log
y(x-i)

. y-x
= log[/]-log^

On [I] és la concentrado d’inhibidors; "x" quantifica la sensibilització del tebdt a

l’agonista (per exemple la potenciado de la resposta a Fagonista ([A/A']) produida per [I]) i

"y" denota la máxima sensibilització obtinguda (per exemple la relació [A] / [A'] a la máxima

[I]).
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B.- EXPERIÉNCIES SOBRE LA PRESSIÓ ARTERIAL:

B.l.-FONAMENT:

Després d’haver realitzat les valoracions de farmacs mitjanfant una técnica in vitro
vam passar a estudiar preparacions intactes d’animals vius. Aquest tipus d’estudi presenta

característiques peculiars que els fan ser complementaris deis anteriors: indiquen amb més

probabilitat l’efecte que tindran els farmacs en l’organisme, sotmesos ais mecanismes de

regulació (reflexes) del mateix; tot i que a vegades és més difícil precisar amb exactitud, llocs i
mecanismes d’acció.

En 1’aspecte técnic s’ha de senyalar que donada la gran variabilitat biológica deis
animáis in vivo, cal parar atenció a les condicions de la preparació: anestésia, respiració,

temperatura corporal, etc...

Donat que PMK-801 provocava una potenciado de les respostes a NA, seria

d’esperar que en animal sencer aquesta potenciado a nivell sistémic es traduís en un augment

de la pressió arterial.

Per observar aquest possible efecte per part de l’MK-801 es va procedir a realitzar
una preparació d’avaluació de pressió cruenta en rata per poder mesurar les variacions de la

pressió arterial que tenien lloc després de l’administració d’aquest farmac.

S’ha de teñir en compte, pero, que la modificado farmacológica de la pressió arterial
d’un animal viu, en aquest cas la rata, no és un fenomen simple, sino, la integrado d’accions
diferents, que es poden resumir en:
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-sobre el contingut vascular:

-Accions cardíaques.
-Acció sobre la volémia real.

-Acció sobre la volémia efectiva (retom venós).

-sobre la resisténcia vascular.

-sobre el SNC.

B.2.-ANIMALS EMPRATSIPROCEDIMENT OIURÚRGIC:

Els animáis utilitzats en aqüestes experiéncies han estat rates Wistar, máseles, adults
de pes 250-325 g. Els animáis van ser estabuláis sota les mateixes condicions descrites en

materials i métodes d’ experiéncies en bany d’órgans (apartat A.2.). Les rates es deixaren
24 h. en dejú abans de comentar l'experiéncia.

Aquests estudis van ser realitzats en rata normal, rata reserpinitzada i rata

desmedul-lada.

B.2.1.-RATA NORMAL:

Les rates eren anestesiades amb pentobarbital sódic (80 mg/kg, 10 ml/kg).

La técnica general de canulació de qualsevol estructura orgánica tubular (tráquea,
vasos) es prepara fent passar dos fils al voltant de la mateixa: el fil que queda en sentit
contrari de la canulació serveix, un cop lligat, per aturar la circulació, mentre que l’altra
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lligadura s’inicia en la direcció de la cánula i es Higa una vegada en posició, utilitzant-se per

focar la cánula.

Per introduir la cánula es realitza una incisió entre els dos fils, la incisió es realitza amb

una agulla de xeringa i en la mateixa direcció de la canulació.

En el cas deis vasos, s’ha d’anar en compte en la dissecció de les seves cobertes

seroses, a fi d’evitar canulacions “extravasculars” inadvertides.

Per a les experiéncies de mesura de la variació de la pressió arterial, es realitzaren les

següents canulacions:

-La vena femoral dreta (canulada en direcció a la vena cava) fou la via d’administració deis

farmacs (Fig.6).

-La vena jugular esquerra (canulada en direcció al cor), permet mantenir la perfosió
d’anestésic.

-L’artéria carótida esquerra (canulada en direcció al cor) fou connectada al registre de

pressió, ja que registre la sortida de sang d’aquest órgan (Fig.7).

Per a la canulació deis vasos es va emprar tub de polietilé de diámetre extern 1 mm per

l’artéria carótida (diámetre intem 0,5 mm) i de 0,61 mm per les venes femoral i jugular

(diámetre intem 0,28 mm). Les cánules contenien serum fisiológic heparinitzat (0,5%) i
estaven connectades a l'agulla d'una xeringa d'l mi plena de serum fisiológic.

A continuado es practicava una traqueotomia per tal d'evitar l'obturació de la tráquea

per l'augment de secrecions provocat peí pentobarbital.
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Fig. 6.-Canulació de la vena femoral.
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TRAQUEA

NERVI VAGUE

ARTERIA CAROTIDA

VENAJUGULAR

Fig. 7.- Localització anatómica de l’artéria carótida, la vena jugular, la tráquea i
el nervi vague.
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Degut a que el centre de regulado de la temperatura a nivell del SNC está deprimit
durant l'anestésia, els animáis petits, com la rata, poden patir pérdues importants de calor a
través de la pell i en l’intercanvi gasós de la respirado, produint una hipotérmia. Per tant, es
controlava la temperatura durant tot el període d'anestésia mitjan?ant una manta eléctrica
termostatada a 37° en fundó de la temperatura rectal.

Acabat el procediment quirúrgic, la cánula de la carótida es connectá a un transductor
de pressió Letica TRI-021 acoblat a un amplificador PRS-205 i aquest a un registrador UNI-
GRAPH 1000 (ambdós de Letica).

Seguidament, la cánula de la jugular es connectava a una xeringa impulsada per un

perfusor (Harvard Apparatus, Pump 22) que proporcionava una dosi de pentobarbital de
manteniment de 12 mg/kg/h en un volum de 1 ml/h.

L'animal, així muntat, es deixava 30 min. d'estabilització abans de comen9ar

l'administradó.

B.2.1.a.-Vagotomia bilateral;

Es van realitzar algunes experiéncies en les quals a la rata se li practicava una

vagotomia bilateral per tal de poder observar si l’increment de pressió podia ser produit per
un efecte central. En aquesta preparado s’interromp la transmissió parasimpática mitjanfada

peí nervi vague (situat al costat de rartéria carótida i els nervis cranials)(Fig. 7).
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B.2.2.-RATA RESERPINITZADA:

L’administració de la reserpina s’efectuava, d’igual manera a com s’ha descrit en

l’apartat A6.4. (materials i métodes de bany d’órgans), 16 h abans de comenfar rexperiéncia.

La preparado quirúrgica i mesura de la pressió arterial de la rata es va dur a terme de
la mateixa manera que en rata normal.(apartat B.2.1.).

B.2.3.-RATA DESMEDULLADA:

-Finalitat:

La preparació farmacológica de la rata desmedul-lada va ser descrita l'any 1947 per

Shipley i Tilden i des de aleshores ha estat molt utilitzada en els estudis deis efectes pressors

deis farmacs. Tant el cervell com la meduMa espinal queden destruits, el to simpátic
vasoconstrictor s’anul-la i es perden tant els Controls centráis com els reflexos del sistema
cardiovascular. L'animal desmedul-lat presenta una pressió arterial mitjana baixa (45-50 mm

Hg), pero és més estable i més sensible ais agents pressors periferics que l'animal no

desmedul-lat. Donat que el control neurogénic de la pressió s'elimina, la pressió arterial es
manté per acdó del sistema renina-angiotensina, peí sistema vasopresina i principalment per
les propietats intrínseques del sistema cardiovascular (Carbonell i col., 1986).

-Experiencia:

En primer lloc s'anestesiava la rata amb pentobarbital (80 mg/Kg). Es col-locava
1’animal sobre una taula quirúrgica per tal de preparar-la per a la desmedul-lació. Préviament a
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la desmedul-lació es practicava una traqueotomia, a fi i efecte de subministrar respiració
artificial a 1'animal durant tot l'experiment. S’introduia una cánula entre els anells traqueáis

que es connectava a una bomba d'aire (Harvard apparatus). Es calcula, segons els pes de

1'animal, el volum d'aire que ha d'entrar en cada embolada i el nombre d'embolades per minut

que se li ha de donar. En general, per animáis petits (70-800 g) el volum d'aire per embolada
és petit i el nombre d'embolades és gran, mentre que en animáis més grans (1-40 Kg) es dona
la situació contrária. En el cas d'una rata s'ha calculat unes 60 embolades per minut amb un

volum d'embolada de 1 mi per 100 g de pes (Flavahan i McGrath, 1981).

Tot seguit es procedía a la desmedul-lació: Mantenint la rata vertical, sostenint-la amb
una má peí crani per tal d'aconseguir que la columna vertebral quedi en línia recta, s’introduia

obliquament una vareta metál-lica d'uns 25 cm de longitud i de 2 mm de diámetre (amb un

deis extrems punxegut), formant un angle de 45° amb la columna vertebral, a través de l'órbita
ocular i del foramen magnum cap a l'interior de la medul-la espinal fins al final de la columna
vertebral. Un cop desmedul-lada, la vareta no s'extreia a fi i efecte d'impedir la pérdua de

sang.

A continuado es canulava la vena femoral dreta per a la injecdó posterior de farmacs,
i l’artéria carótida esquerra per a lamesura de la pressió arterial.

Es va interrompre la transmissió parasimpática mitjangada peí nervi vague (vagotomia
bilateral), així com també, per evitar el reg sanguini en cervell i inhibir totalment qualsevol
efecte central, que pogués interferir en la mesura de la pressió arterial, es va realitzar una

lligadura carotídea bilateral.

La temperatura corporal de la rata es mantingué a 37° en fundó de la temperatura
rectal mitjanfant una manta eléctrica.
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Una vegada finalitzada la preparado es deixaren uns 30 min. abans de comen?ar les

administradora, amb la finalitat de que ranimal s’estabilitzés.

B.3.- PROTOCQL EXPERIMENTAL:

Un cop passat el temps d'estabilitzadó i quan es podia observar un registre de pressió
constant s’inidaven les administradons. Abans d’administrar el farmac, es realitzava una

administrado del mateix volum utilitzat peí farmac de serum fisiológic (1 ml/Kg), a fi de
determinar l’increment de pressió provocat peí vehicle. A continuado es deixaven 15 min.
d’estabilitzadó. La següent administració era la d’MK-801, les dosis utilitzades van ser: 0,05,

0,1, 0,15, 0,2 i 0,3 mg/kg.

B.3.1.-PROPRANOLOL:

En rata normal es van realitzar una serie d’experiéncies utilitzant l’antagonista P-

adrenérgic propranolol. La finalitat d’aquestes era poder anular un possible efecte P-

adrenérgic que fos el responsable de la caiguda de pressió subsegüent a la pujada provocada

per PMK-801. El protocol seguit fou el següent:

Un cop estabilitzada la rata s’administrava una dosi de propranolol (es prová 1, 3, 5

mg/Kg), s’esperava a l’estabilització de l’animal, 5 min. aproximadament, i es procedia a

administrar l’MK-801.
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B.3.2.-PRAZOSINA:

Aquest bloquejant ai-adrenérgic s’utilitzá per tal de poder observar si l’efecte
observat d’mcrement de pressió per parí de l’MK-801 era mediat via aquest receptor.

La dosi emprada es va posar a punt de manera que inhibís la pujada de pressió

provocada per 3,3 mg/kg d’adrenalina. La dosi de prazosina utilitzada fou: 0,08 mg/kg.

El procediment utilitzat fou:

Després d’estabilitzar 1’animal, es procedía a administrar la prazosina i s’esperava a la

recuperació de la pressió, seguidament s’administrava l’MK-801.

B.4.- AGENTS FARMACOLÓGICS:

-Bitartrat d’adrenalina.

-Prazosina-HCl.

-Propanolol.

-Reserpina (metil reserpat ester de l’ácid 3,4,5 - trimetoxibenzoic).

Obtinguts de Sigma, Chem. Co. (St. Louis, MO, USA).

-MK-801

Obtingut de Research Biochem. Int. (Natick,MA, USA).
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Les dissolucions stock van ser preparades en aigua bidestil-lada i les dilucions de les
mateixes en sérum fisiológic.

La reserpina a l’igual que en les experiéncies de bany d’órgans, fou preparada en

forma de suspensió. (apartat A.6.4.)

El clorur sódic utilitzat peí sérum fisiológic s’adquirí a Panreac (Montplet & Esteban,
S.A. Espanya).

B.5.-ANÁTJSI DE LES PAPES:

Els valors de la pressió arterial, s’obtingueren comptant manualment el despla9ament

(en mm) de la ploma del registrador i passant-los a mm Hg segons el fons de Péscala

seleccionat (normalment 1 mm de paper equivalia a 2 mm Hg).

El valor d’increment de pressió net es calculé restant el valor d’increment obtingut peí
vehicle al valor d’increment provocat peí farmac.

Tots els resultáis són expressats com a les mitges ± EEM (Error estándard de la

mitja) de “n” experiéncies diferents.
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RESULTATS

A.-EXPERIÉNCIES EN ÓRGAN AÍLLAT:

A.1.-EXPERIÉNC1ES AMB MK-801:

A.1.1.-EFECTE DE L’MK-801 EN RESPOSTES INDUIDES ELÉCTRICAMENT:

L’MK-801 (3,7 pM) sol, incrementa significativament les respostes induides
eléctricament (46,60% ± 5,09, n=6, P<0.05)(Fig. 8) i també el tonus basal en una solució de

Krebs-Henseleit lliure de Mg2+. Aquest efecte era potenciat significantment per la preséncia
de magnesi en el medi (251,75% ± 13,35, n=6, P<0.002).

Per tant, a fi d’obtenir una máxima potenciació tots els experiments següents es van

realitzar en una solució de Krebs-Henseleit amb Mg2+.
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Fig.8.- Efecte de l’MK-801 (3,7 pM) en contraccions induides eléctricament en la

porció epididimal del conducte deferent de rata en un medi sense Mg2+, R
indica rentats.

A.1.2.-EFECTE DE L’MK-801 EN RESPOSTES INDUIDES PER NA:

LMK-801, a les concentracions assajades: 0,3, 0,5, 1, 2,7 i 5,3 pM, potencia l'efecte

de la NA en les corbes acumulatives concentració-resposta en la porció epididimal del

conducte deferent de rata.
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Es va observar una reducció concentrado depenent del valor CE50 per NA (Taula 3),
així com un desplafament de les corbes sigmoidees cap a l'esquerra, indicant l’efecte

potenciador de PMK-801 en aquesta preparado (Fig.9). Es va obtenir un valor de Ki de

1,53 x 10_9M per la potenciado d’MK-801 en respostes de NA (Fig. 10).

TAULA 3: EFECTE DE L’MK-801 EN LES CONTRACCIONS

INDUIDES PER NA

CONCENTRACIÓ MK-801

(m

CE5o deNA(pM) n

— 0,99 ±0,11 14

0,3 0,57 ±0,29” 14

0,5 0,38 ±0,02*” 19

1 0,23 ± 0,06*” 18

2,7 0,09 ± 0,009*” 12

5,3 0,06 ±0,01 12

Resultats expressats com a la mitja ± l’error estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

ANOVA i Test de Schefíe: **p<0,01, *”p<0,001 vs. grup control (en abséncia d’MK-801).
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NA [M]

Fig. 9.- Corbes concentració-resposta a NA en presencia de diferents
concentracions d’MK-801.

• Control.

A MK-801 0,3 jjM.

■ MK-801 0,5 pM.

O MK-801 1 pM.

▲ MK-801 2,7 pM.

□ MK-801 5,3 pM.
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Fig.10.- Representado gráfica i regressió de l’equació 1 (Apartat A. 10. de materials i

métodes) peí cálcul de la Ki per l’MK-801 com a inhibidor de la captado de laNA.
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Un exemple deis registres obtinguts en les corbes concentració-resposta a NA en

absencia i en presencia d’MK-801 seria el següent:

Fig.ll.- Corbes acumulatives de NA en absencia (1) i en preséncia (2) d’MK-801

(0,53 (oM). Les concentracions de NA están indicades (pM) al costat de cada

corba.
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A.1.3.b.-Experiéncies amb baixa concentració de sodi:

Al substituir el clorur de sodi de la solució de Krebs-Henseleit per una concentració

equimolar de clorur de colina, es va anular l'efecte de potenciació de rMK-801 (Fig. 12),

suggerint l’implicació d’un sistema de transport.

12 3

Fig. 12.- Comparació de les respostes aNA (1,6 pM) en presencia (A) i a
concentració baixa (B) de sodi en el medi, en abséncia (1 i 2) i en

presencia (3) d’MK-801 (2,7 pM) en dos órgans provinents del
mateix animal.
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A.1.3.c.-Experiéncies en presencia de iohimbina:

Al realitzar corbes acumulatives concentració-resposta a NA havent introduit, 10
minuts abans, en el medi una concentrado de iohimbina 0,13 pM no s'observá variació

respecte a les corbes Controls (Taula 5).

D’altra banda, la preséncia d’aquest antagonista ct2 en el medi no afectá la potenciació
de l'efecte de la NA per part de l'MK-801 a la concentració provada més alta (5,3 pM).

TAULA 5: EFECTE DE LA IOHIMBINA EN LES CONTRACCIONS

INDUÍDES PER NA EN PRESÉNCIA I EN ABSÉNCIA

D’MK-801 (5,3 nM)

CORBA CE50 deNA(pM) n

CONTROL 1 ± 0,08 4

IOHIMBINA (0,13 pM) 1,13 ±0,1” 4

MK-801(5,3pM) +

IOHIMBINA (0,13 pM) 0,08 ± 0,04 *** 4

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

Comparado respecte al control (en abséncia d’MK-801): ANOVA i Test de Scheffé: as no

significatiu, *** p<0,001.
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La comparado entre la potenciado perMK-801 (5,3 pM) en abséncia (apartat A. 1.2-
Taula 3) i en presencia de iohimbina: p>0,8 obtenint per tant una diferéncia no significativa

(ANOVA i Test de Scheffé).

A.1.3.d.-Experiéncies en presencia d'NMDA i glicina:

La potenciació de les corbes concentrado resposta per MK-801 (5.3 pM) no va ser

significativament modificada per la previa addició d’NMDA (300 pM) i glicina (10 pM)

(Taula 6):

TAULA 6: EFECTE DE L’NMDA+GLICINA SOBRE LA

POTENCIACIÓ PER L’MK-801 (5,3 pM).

CORBA CE50 deNA(pM) n

CONTROL 1 ± 0,13 7

MK-801 (5,3 pM) 0,09 ±0,01*** 7

MK-801 (5,3pM) + (NMDA +

GLICINA)

(+)

0,14 ±0,03*** 7

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.
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Efecte de l’addició dTSIMDA + glicina sobre la potenciació per l’MK-801 (5,3 pM):

Comparació respecte al control (en abséncia d’MK-801): ANOVA i Test de Scheffé,
*** _ _ _ -

p<0,001.

Comparació entre els dos grups amb presencia d’MK-801: ANOVA i Test de Scheffé,

(+) p=0,75, p>0,05, per tant diferencia no significativa.

A.1.3.e.- Experiéncies amb AP5:

A una concentració de 10 pM, aquest antagonista competitiu del receptor NMDA, a
diferencia de TMK-801, inhibí més que potenciá les contraccions induídes per NA exógena

(Taula 7).

TAULA 7: EFECTE DE L’AP5 EN LES CONTRACCIONS

INDUIDES PER NA

CORBA CES0 de NA (pM) n

CONTROL 0,99 ± 0,05 8

AP5 (10 pM) 1,58 ±0,06*** 4

Resultáis expressats com a la mitja ± l’error estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

ANOVA i Test de Scheffé: ***p<0,001 vs. grup control (en abséncia d’AP5).
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A.1.4.-EFECTE DE L’MK-801 SOBRE LA TENSIÓ BASAL:

L’MK-801, a una concentrado de 5.3 pM, indula respostes contráctils espontánies

que oscil-laven des de 0.15 a 0.95 g de tensió, en la porció epididimal del conducte deferent
de rata (Fig. 13). Aqüestes contraccions espontánies perduraven com a mínim durant 30 min.
en preséncia d’aquesta substáncia. Aquest efecte era completament anulat per la prazosina (1

|oM) (Fig. 14) mentre que l’NMDA (300 jjM) i la glicina (10 pM) no revertien aqüestes

respostes contráctils espontánies (Fig. 15) (aquesta resposta contráctil tampoc es va poder
inhibir per l’addició de la iohimbina a una concentració 0,13 pM.)

Fig. 13.- Exemple de registre de la motilitat espontánia induida per l’MK-801 en la

part epididimal del conducte deferent de rata. Les sagetes indiquen el
moment de l’addició del compost.
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Fig. 14.-AnuHació de les respostes contráctils induüdes per l’MK-801 a l’afegir la

prazosina 1 pM (PRZ) a la part epididimal del conducte deferent de rata.
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0,6
g

MK-801
NMDA + Gly

S min.

Fig. 15.- Intent d’anul-lació de la motilitat espontánia induída per l’MK-801 per

Faddició d’NMDA més glicina en el medi.
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L’efecte de FMK-801 sobre la tensió basal en conducte deferent aillat de rates

reserpinitzades era nul (Fig. 16), ja que no es produlen els polsos espontanis que es podien
observar en els conductes deferents obtinguts de rates normáis. Pero, malgrat aixó, aquesta

resposta espontania reapareixia si els tebdts reserpinitzats es recarregaven amb NA (incubado
de 3 min. deis tebdts reserpinitzats amb NA 16 pM).

A

J.

MK-801

5 min.

Fig. 16.- Exemple de registre demotilitat espontania induida per l’MK-801 en un

órgan provinent d’una rata reserpinitzada, abans (A) i després (B) d’incubar
amb NA Les sagetes indiquen el moment d’addició de la substancia.
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A.2.-EXPERIÉNC3ES AMB AI/TRES TJJGAMS ct IPCP:

A.2.1.-EXPERIÉNCIES AMB TCP:

Seguidament, es passá a realitzar corbes concentració-resposta a NA en preséncia de
diferents concentracions de TCP.

Totes les concentracions provades (0,3,1,5 i 10 jjM) (Taula 8) han mostrat teñir una
acció potenciadora creixent en les corbes concentració-resposta (Fig. 17).

TAULA 8: EFECTE DEL TCP EN LES CONTRACCIONS INDIJÍDES

PER NA

CONCENTRACIÓ de TCP

(pM)

CE50 deNA (pM) n

— 0,78 ± 0,05 63

0,3 0,81 ± 0,12“ 3

0,5 1,10 ±0,40“ 6

1 0,20 ±0,02’” 14

3 0,20 ± 0,02*** 10

5 0,064 ± 0,0T** 10

10 0,069 ± 0,0T” 12

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

.ANOVA i Test de Schefifé: “no significatiu, *** p<0,001 vs. grup control (en abséncia de

TCP).
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Fig. 17.- Corbes concentració-resposta aNA en preséncia de diferents
concentracions de TCP.

• Control.

▲ TCP 0,3 pM.

O TCPl pM.

□ TCP 5 (iM.

■ TCP 10 pM
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Abd mateix, el TCP, a la concentrado més alta provada en les corbes acumulatives

(10 pM), produia contraccions espontanies en la porció epididimal del conducte deferent de

rata, de forma análoga a l’MK-801.

A.2.2.-EXPERIÉNCIES AMB PCP:

Tal i com queda reflectit en la taula 9, l’efecte inductor de la NA sobre les
contraccions va ser potenciat, de forma concentració-depenent, quan s’afegia al medi
diferents concentracions de PCP compreses entre 0,1 i 0,5 pM (Fig. 18).

TAULA 9: EFECTE DEL PCP EN LES CONTRACCIONS INDUÍDES

PERNA

CONCENTRACIÓ PCP

(HM)

CEso de NA (pM) n

— 1,15 ±0,06 31

0,1 0,51 ±0,04"’ 7

0,5 0,27 ± 0,03 ’** 7

1 0,17 ±0,02**’ 10

5 0,04 ±0,01 8

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

ANOVA i Test de Scheffé: ***p<0,001 vs. grup control (en abséncia de TCP).
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Fig. 18.- Corbes concentració-resposta en presencia de diferents concentracions de
PCP.

• Control.

■ PCP 0,1 pM.

A PCP 0,5 pM

O PCP 1 pM.

□ PCP 5 pM.
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A l’igual que el fármac anterior, aquest produla respostes contráctils espontánies
sobre la musculatura llisa del conducte deferent de rata (part epididimal) a les concentracions
més altes assajades.

A.2.3.-EXPERIENCIES AMB DEXTRORFÁ:

El dextrorfa també mostrá un efecte potenciador d’aquest tipus de contraccions a

concentracions compreses entre 1 i 10 pM. Les corbes concentració-resposta van ser

desplafades cap a l’esquerra de manera concentració-depenent.

TAULA 10: EFECTE DEL DEXTRORFÁ EN LES CONTRACCIONS

INDUIDES PER NA

CONCENTRACIÓ

DEXTRORFÁ (pM)

CE5o de NA (pM) n

— 1,09 ± 0,05 33

1 0,70 ±0,09** 11

3 0,55 ± 0,09 ”* 11

10 0,34 ±0,05”* 11

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

ANOVA i Test de Scheffé: ”p<0.01, *”p<0,001 vs. grup control (en abséncia de dextrorfa).
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Fig. 19.- Corbes concentració-resposta aNA en presencia de diferents
concentracions de dextrorfa..

• Control.

■ Dextrorfa 1 pM.

O Dextrorfa 3 pM.

▲ Dextrorfa 10 pM.

A 10 pM s’observá motilitat espontánia, encara que molt débil comparada amb la
indui'da per MK-801, PCP i TCP.
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A.2.4.-EXPERIENCIES AMB DEXTROMETORFÁ:

L’addició de dextrometorfa, a les concentracions provades, no provocá una

disminució significativa de les CE50 de les corbes concentració-resposta a NA Els resultats

obtinguts es mostren a la següent taula:

TAULA 11: EFECTE DEL DEXTROMETORFÁ EN LES

CONTRACCIONSINDUÍDES PER NA

CONCENTRACIÓ

DEXTROMETORFÁ (pM)

CE5o de NA (pM) n

— 0,94 ±0,07 12

1 0,69 ± 0,09“ 7

5 0,62 ±0,12“ 7

Resultats expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

ANOVA i Test de Scheffé: “no significatiu,vs. grup control (en abséncia del dextrometorfa).
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Fig. 20.-Corbes concentració-resposta a NA en presencia de diferents concentracions
de dextrometorfa.

• Control.

▲ Dextrometrofa 1 pM.

■ Dextrometrofa 5 pM.
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A.2.5.-EXPERIENC3ES AMB HALOPERIDOL:

Al realitzar les corbes concentració-resposta a NA en presencia d’haloperidol

s’obtingué una inhibició de l’efecte de la NA (Taula 12); tot i produir-se aquesta inhibició,
s’arribá al mateix efecte máxim que s’obtenia en les corbes concentració-resposta en abséncia

d’haloperidol (control) (Fig. 21). L’antagonisme que mostra l’haloperidol és de tipus no

competitiu, ja que les pendents de les corbes concentració-resposta a NA en preséncia i en
abséncia d’aquest compost són significativament diferents: p<0,01.

TAULA 12: EFECTE DE L’HALOPERIDOL EN LES

CONTRACCIONSINDUIDES PER NA

CONCENTRACIÓ

HALOPERIDOL(pM)

CE5o deNA(pM). n

— 0,83 ±0,14 7

1
_ _ _ — - - ****

2,22 ±0,11 7

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

ANOVA i Test de Scheffe: ****p<0,0001 vs. grup control (en abséncia d’haloperidol).

-95 -



RESULTAIS

Fig. 21.- Corbes concentració-resposta aNA en preséncia (1 pM) i abséncia

d’haloperidol.
• Control.

A Haloperidol 1 pM.
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A.3.-COMPARATWA:

A.3.1.-CORBES CONCENTRACIÓ-RESPOSTA A NA EN PRESENCIA DELS

DIFERENTS FÁRMACS EMPRATS (1 pM):

Utilitzant pels diferents firmaos una mateixa concentració (1 pM) s’ha realitzat una

comparació de les seves poténcies sobre les respostes induídes per la NA en la part epididimal
del conducte deferent de rata. Aquesta comparació ens permet establir un ordre de poténcies,
essent aquest:

PCP>TCP>MK-801>DEXTRORFÁ>DEXTROMETORFÁ

TAULA 13: EFECTE DELS DIFERENTS FÁRMACS EN LES

CONTRACCIONS INDUÍDES PER NA

SUBSTANCIA (lpM) CEso de NA (pM) n

PCP 0,17 ±0,02 *** 10

TCP 0,20 ± 0,02*** 14

MK-801 0,23 ±0,06’** 18

DEXTRORFÁ
**

0,7 ±0,09 11

DEXTROMETORFÁ 0,69 ± 0,09ns 7

HALOPERIDOL 2,22 ±0,11 7

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja c e “n” experiments diferents

ANOVA i Test de Scheffé: ** p<0,05, ****p<0,001 vs. els respectáis valors de CE50 control.
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Fig. 22,-Comparació de les corbes concentració-resposta obtingudes pels diferents
farmacs a una mateixa concentrado (lpM).

• Control.

O PCP (lpM).

■ TCP (lpM).

▲ MK-801 (lpM).

□ DEXTRORFÁ (lpM).

m DEXTROMETORFÁ (1pM).

♦ HALOPERIDOL(lpM).
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A.3.2.-CORBES CONCENTRACIÓ-EFECTE:

En les diferents corbes concentració-resposta s’observá una major potenciado en les
dosis baixes de NA. Seguint aquesta observado i a fi de poder obtenir una comparado de la

poténcia deis fármacs estudiáis, es va calcular la CEioo (Taula 14), concentració de farmac

necessária per induir un 100% de la potenciació a una concentració de NA de 0,2 pM.

L’ordre de poténcia obtingut fou:

PCP>TCP>MK-801>DEXTRORFÁ

Dins d’aquesta relació s’han exclós l’haloperidol i el dextrometorfa, degut a la seva

manca de potenciació significativa (dextrometorfa) o inclús inhibido (haloperidol) front
l’efecte de laNA.

TAULA 14: EFECTE DELS DIFERENTS FÁRMACS EN LES

CONTRACCIONSINDUIDES PER NA (0,2 pM)

SUBSTANCIA r CEioo(pM)

PCP 0,96 0,63

TCP 0,998 1,86

MK-801 0,96 2,41

DEXTRORFÁ 0,96 4,88

DEXTROMETORFA No potencia

HALOPERIDOL Inhibidora
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Fig. 23.- Efecte deis lligams a i PCP sobre les contraccions perNA (0,2 pM) en
conducte deferent de rata.

A PCP.

O TCP.

■ MK-801.

• DEXTRORFÁ

□ DEXTROMETORFÁ.
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B.-EXPERIÉNCIES SOBRE LA PRESSIÓ ARTERIAL;

B.1.-RATA NORMAL:

L’administració de l’MK-801 a unes dosis de 0,05, 0,1, 0,15, 0,2, 0,3 mg/kg produia
un increment de la pressió arterial dosi-depenent, obtenint, per tant, rincrement més elevat

per a la dosi de 0,3 mg/kg (Fig.24).

TAULA 15: INCREMENTS NETS DE PRESSIÓ ímmllel.

DOSI ADMINISTRADA

D’MK-801 (mg/kg)

INCREMENT DE PRESSIÓ n

0,05 2,00 ± 0,94 3

0,1 7,60 ±2,14 5

0,15 7,89 ±0,74 9

0,2 6,44 ±1,03 9

0,3 9,83 ± 1,70 6

Resultats expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.
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Fig.24.- Corba dosi-resposta que representa els increments nets de pressió
arterial (restant el provocat peí vehicle) provocats per diferents dosis
d’MK-801 en la rata anestesiada amb pentobarbital.

L’increment de pressió arterial es mantingué durant 45/60 segons, després deis quals.

es produí una caiguda per sota del nivell de la pressió basal acompanyada de bradicárdia (Fig.

24). La pressió inicial no es va tomar a assolir encara que sí s’observá una recuperació

parcial. La caiguda posterior és depenent de la dosi administrada, a dosis més grans la caiguda
és major.
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Pressió arterial (m Hg)

MK-801 0,2 mg/kg

Fig. 25.-Exemple de registre de pressió arterial en rata anestesiada amb pentobarbital
i deis increments de pressió provocáis per l’administració repetida d’MK-801
a una determinada dosi. Les sagetes indiquen el moment de Padministració.

B.1.1VAGOTOMIA BILATERAL:

Quan a la rata normal se li practicava una vagotomia bilateral Pefecte provocat per

l’MK-801 (Dosi: 0,1 mg/kg) no es veia modifícat. L’increment de pressió observat era

comparatiu a l’obtingut en rata sense vagotomitzar, així com la baixada que segueix a aquest

increment de pressió.
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TAULA16: INCREMENTS NETS DE PRESSIÓ OBTINGUTS EN

RATES VAGOTOMITZADES.

RATA INCREMENT DE

PRESSIÓ PER MK-

801 (0,1 mg/kg)

n SIGNIFICACIÓ

NORMAL. 7,6 ±2,14 5

VAGOTOMIA 5,67 ±0,33 3 ns, p>0,5

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiéncies
diferents.

Comparado realitzada per ANOVA i Test de Scheffé: ns, no significatiu.

B.1.2.-PRAZOSBVA:

Per a determinar si Taugment de pressió que provoca TMK-801 era degut a un

augment del to adrenérgic, es va administrar prazosina (0,08 mg/kg) préviament a la injecció
de TMK-801 (0,3 mg/kg).

La presencia de prazosina no vamodificar de forma significativa Tefecte de TMK-801
sobre la pressió arterial, encara que s’observa un augment més petit de la pressió induit peí
fármac (taula 17), tot i que la dosi de prazosina administrada sí que era capa? d’anular
totalment els efectes pressors de Tadrenalina (3,3 mg/kg).
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TAULA 17: INCREMENTS NETS DE PRESSIÓ ImmHffl EN

PRESENCIA DE PRAZOSINA.

TRACTAMENT INCREMENT DE PRESSIÓ n

MK-801 0,3 mg/kg 9,83 ± 1,70 6

MK-801 0,3 mg/kg + prazosina

(0,08 mg/kg) 7,00 ± 0,57“ 4

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

ANOVA I TEST DE SCHEFFE: “no significatiu vs.MK-801 0,3 mg/kg.

B.1.3.-PRETRACTAMENT AMB PROPRANOLOL:

Amb bloqueig deis receptors p amb propranolol, a dosis entre 1-5 mg/kg i
administrado posterior d’MK-801 0,3 mg/kg, produia un increment similar de la pressió
arterial pero Tanimal no superava la posterior caiguda de pressió i finalment es moría.
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B.2.-RATES RESERPINITZADES:

En rates pretractades amb reserpina l’efecte pressor de TMK-801 va ser

significativament menor front rates no reserpinitzades (taula 18).

S’han provat dues dosis d’MK-801 0,2 i 0,3 mg/kg essent en ambdós casos

1’increment de pressió significativament més petit, indicant que els nivells de NA

emmagatzemada en les vesícules sináptiques són determinants en l’efecte pressor de TMK-
801.

TAULA 18: COMPARACIÓ DELS INCREMENTSISETS DE

PRESSIÓ OBTINGUTS EN RATES NORMALSI RATES

RESERPINITZADES, ENABSÉNCIAI EN PRESENCIA

D’MK-801.

ADMINISTRACIÓ

(mg/kg)

INCREMENT DE

PRESSIÓ n SIGNIFICACIÓ

-MK-801 0,2 Control

Normal. 6,44 ±1,03 9

-MK-801 0,2 Control

Reserpinitzades. 2,60 ±0,40 5

p<0,05

-MK-801 0,3

normal. 9,83 ± 1,70 6

-MK-801 0,3

reserpinitzades. 6,25 ±0,63 4

p<0,05

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiéncies
diferents

.Comparado realitzada per ANOVA i Test de Scheffé
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B.3-RATA DF.S1YTFDTT.-Í ADA

En rata desmeduHada la pressió basal baixava de aproximadament 148,17 ± 5,58

mmHg. a 54,8 ± 3,4, com ja está descrit degut a la manca de control central. (p<0,0001)

L’administració d’MK-801 (0,3 mg/kg) induía en aquests animáis un augment de

2,45 ± 0,34 mmHg (p<0,005) (Taula 19) que no anava acompanyat de la posterior caiguda

per sota de la pressió inicial, observada en rata normal (Fig. 26).

TAULA 19: INCREMENTS DE PRESSIÓ (mmHg) EN RATA

DESMEDULLADA.

ADMINISTRACIÓ

(mg/kg)

INCREMENT DE

PRESSIÓ

n SIGNIFICACIÓ

SERUM FISIOLÓGIC 1,4 ± 0,24 5

MK-0,3 3,9 ±0,39 11 p<0,005

Resultats expressats com a la mitja ± l’error estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

Comparació realitzada per ANOVA I TEST DE SCHEFFE.

Donat que está descrit que l’efecte hipotensor o hipertensor d’una determinada
substáncia depénd de la pressió arterial basal de que parteix l’animal, i que la pressió arterial
de la rata desmeduHada és molí significantment inferior a la de la normal, vam exposar els

resultats com a% d’increment de pressió respecte a la pressió basal.

-107-



RESULTAIS

D’aquesta manera els resultáis obtinguts foren:

TAULA20: COMPARATIVA DELS % DTNCREMENTS DE

PRESSIÓ ARTERIAL OBTINGUTS EN RATA NORMAL

I RATA DESMEDUL-LADA.

RATA n

PRESSIÓ

ARTERIAL

BASAL

INCREMENT

NET

DE PRESSIÓ

INCREMENT

EN RESPOSTA

BASAL (%)

SIGNTFICACIÓ

NORMAL 12 148,17 ± 5,58 9,83 ± 1,7 6,60 ±1,2

DESMEDUL-LADA 11 54,18 ±3,38 2,46 ±0,34 4,54 ±0,63 ns, p> 0,1

Resultáis expressats com a la mitja ± Terror estándard de la mitja de “n” experiments
diferents.

Comparado realitzada per ANOVA I Test de Scheffé: ns, no significatiu..

Pressió arterial (mu Hg)

MK-801 0,1 nig/kg

F¡g.26.- Exemple de registre de pressió arterial en la rata desmedul-lada i deis
increments de pressió provocáis peí sérum fisiológic (SSF) i TMK-801 a

dues dosis diferents.
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DISCUSSIÓ

En el present treball s’ha estudiat primerament l’efecte de l’MK-801 sobre
l’activitat contráctil de la part epididimal aillada del conducte deferent de la rata. Aquest
efecte consisteix en una potenciació concentració-depenent de les respostes a NA, tant

exógena com neurogénica (per estimulació eléctrica), així com la inducció de motilitat

espontánia quan era addicionat sol. Les corbes concentració-resposta a NA en preséncia
de diferents concentracions d’MK-801 es desplacen cap a l’esquerra, indicant una

potenciació, i les CE50 de NA disminueixen al augmentar la concentració d’aquesta
substáncia.

Els efectes potenciadors de les respostes a NA per aquest farmac només havien
estat descrits en artéria caudal de rata aillada i perfimdida (Massamiri i Duckles, 1991) i
els experiments realitzats per aqüestes autores apuntaven a una inhibido de la recaptació
de NA com el més possible mecanisme d’acció en aquest órgan. Aquesta hipótesi era
recolzada peí fet que PMK-801 és un bon inhibidor de la captació de [3H]NA en SNC

(Snell i Johnson, 1988) i en cél-lules cromafins bovines (Rogers i Lemaire, 1991).

A fi de determinar el possible mecanisme d’acció de l’MK-801 en la nostra

preparado realitzarem una série d’experiments, els resultáis deis quals discutim a

continuació:

L’MK-801 és un antagonista no competitiu del receptor NMDA que té el seu lloc
d’unió en el canal iónic acoblat al mateix (Lodge i Johnson, 1990). Malgrat aixó, l’efecte

potenciador sobre la NA no es va veure afectat ni revertit per l’addició de l’agonista
NMDA més el seu coagonista glicina (en preséncia d’MK-801 5,3 pM, CE50 per la NA
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de 0,09 ± 0,01 i 0,014 ±0,03 amb NMDA + Glicina, p>0,05; diferencia no significativa).
D’altra banda, un antagonista competitiu del receptor NMDA, l’AP5, inhibí més que

potenciá l’efecte de la noradrenalina (CE50: 0,99 ± 0,05 el control i 1,58 ± 0,06 en

presencia d’AP5, p<0,001). A més, tots els experiments es portaren a terme a una

concentració de magnesi (1,2 mM) a la qual el canal iónic associat al receptor NMDA és

bloquejat. És més, la potenciació de les contraccions indu'ides eléctricament era molt més

gran en una solució salina que contingués magnesi. Aquests resultats permeten, dones,
descartar la participació de receptors NMDA en aquest efecte de l’MK-801.

Finalment, es descarté també una possible acció sobre Fautoalliberació de NA

modulada per receptors ci2 presináptics, ja que el bloqueig d’aquests per iohimbina no va

modificar les respostes a MK-801. (CE50 per NA amb MK-801 5,3 pM: 0,06 ± 0,01 en

abséncia i 0,08 ± 0,04 en preséncia de iohimbina, p>0,8).

Així dones, per explicar aquests efectes només quedaven dos possibles
mecanismes a postular:1.-Que l’MK-801 provoqués l’alliberació de la NA endógena.2.-Que l’MK-801 bloquegés la recaptació de NA en aquest órgan tal i com estava descrit
en altres órgans.

El fet de que la potenciació de les contraccions induldes per NA exógena (corbes
concentració-resposta) també existís en órgans amb les reserves de neurotransmissors
depleccionades (rates reserpinitzades), permet deduir que no es tracta d’una estimulació
de l’alliberació de neurotransmissor i recolza la possibilitat de que es tracti d’una

inhibido de la recaptació.
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La funcionalitat de la majoria de transportadora per a neurotransmissors és

depenent de sodi (Zeitner i Graefe, 1986; Worrall i Williams, 1994) i, per tant, la
disminució o supressió d’aquest ió en el medi redueix la seva activitat. En els nostres

experiments, la substitució del NaCl per clorur de Colina en la solució de Krebs-
Henseleit va impedir la potenciació de l’efecte de la NA per MK-801. Encara que el sodi
no va ésser retirat del tot (encara quedava 25 mM del NaHC03), la important reducció
efectuada i la preséncia de colina, que resulta ser substráete del transportador de NA en

el conducte deferent de la rata (Ungell i col., 1986), va permetre assolir una inhibido del

transport suficient per establir comparacions amb teixits control (banyats amb medi

estándard). Per tant, aquest fet permet concloure que l’efecte potenciador de l’MK-801
es deu a la inhibido de la recaptació de NA. És més, treballs paral-lels del nostre equip
de recerca corroboren aquesta hipótesi ja que demostren que l’MK-801 és capa?

d’inhibir la incorporado de [3H]NA en ffagments de conducte deferent de rata (Pubill i

col., 1996), alhora que inhibeix la unió de la [3H]nisoxetina (un marcador deis llocs de

captació de NA) en preparacions de membrana d’aquest teixit.

Així dones, FMK-801 potenciaría l’acció de la NA a l’inhibir la seva recaptació,

permetent que romangui més temps a l’espai sináptic. De fet, la desimipramina, que és un

potent inhibidor de la captació neuronal de catecolamines, va induir en la nostra

preparado, a una concentració de 0,1 pM, una motilitat espontánia del mateix tipus que

l’MK-801 (dades no incloses).

La motilitat espontánia induida per l’MK-801 desapareix immediatament quan

s’afegeix prazosina al medi (lpM), indicant que aquesta és deguda a un estímul ai

adrenérgic. D’altra banda, aquesta motilitat no apareix en órgans provinents de rates

reserpinitzades (amb les reserves de NA minvades) a l’afegir l’MK-801, per tant, la
motilitat espontánia induida per l’MK-801 era deguda a l’alliberació basal de NA de les
vesícules sináptiques de les fibres nervioses que innerven el teixit que en condicions
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normáis no és capa? d’induir resposta pero que, al estar inhibida la recaptació, assoleix
els nivells necessaris per desencadenar-la. La NA alliberada espontániament i que no es

pot recaptar interactua a continuació amb els receptors cti-adrenérgics postsináptics. De

fet, quan els órgans de rates reserpinitzades s’incubaven amb NA exógena, recarregant
així les vesícules depleccionades d’aquest neurotransmissor la motilitat espontánia a

l’afegir l’MK-801 es recuperava. És més, la potenciació en les corbes concentració-

resposta a NA no era diferent en órgans provinents de rates reserpinitzades respecte a

rates normáis, peí que aquesta potencia no depén de la NA endógena

L’MK-801 es troba encasellat dins deis anomenats lligams PCP que, junt amb
certs lligams sigma, comparteixen la propietat d’inhibir la recaptació de catecolamines en

SNC i meduMa adrenal bovina (Rogers i Lemaire, 1991; 1992) i potenciar les respostes a

NA en alguns teixits periférics com el conducte deferent de ratolí (Campbell i col., 1987;

Kennedy i Henderson, 1989) i de conill porquí (Vaupel i col.), així com en arteria caudal
de rata (Massamiri i Duckles, 1990; 1991).

En conducte deferent de rata només hi havia fets treballs amb PCP (Fox i col.,

1989), pentazocina, SKF 10.047 i DTG (Fox i col., 1991), demostrant-se que el seu

efecte no era degut a una acció sobre els receptors cr.

Així dones, trobárem interessant de fer un estudi comparatiu sobre Factivitat

adrenérgica amb altres lligams PCP (el mateix PCP, l’MK-801 ja estudiat, TCP i
dextrorfa) i sigma (haloperidol i dextrometorfa), en conducte deferent de rata ja que és
un órgan prototípic per estudiar efectes adrenérgics. Tots els compostos provats, excepte
l’haloperidol, potencien en major o menor grau Ies contraccions indui'des per NA
exógena, provocant un despla?ament de les corbes concentració-resposta cap a

l’esquerra de forma concentració-depenent. A fi de comparar les poténcies deis
compostos assajats es calcularen les CEioo, a partir de les quals s’obtingué l’ordre de
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poténcies: PCP>TCP>MK-801>Dextrorfá»Dextrometorfá. De fet, la potenciado per

dextrometorfa a les concentracions assajades fou tan petita que no va permetre calcular
la seva CEioo.

El dextrorfa, metabólit del dextrometrofa, presenta una bona potenciació de
l’efecte de laNA, afegint una nova possible causa ais efectes secundaris d’aquest fármac.

Aquests efectes s’havien descrit en casos de sobredosificació i es manifestaven com

reaccions psicotomimétiques del mateix tipus que les que tenen lloc quan s’administra
PCP o MK-801, és a dir, antagonistes NMDA no competitius. Part deis efectes d’aquests

compostos s’atribueixen a la inhibido de la recaptació de NA. El dextrorfa podría,

dones, presentar un perfil d’activitat similar.

L’ordre de poténcies TCP>MK-801 coincideix amb l’establert per Massamiri i
Duckles (1990) en artéria caudal de rata, així com l’efecte inhibitori de rhaloperidol que,

tot i que in vitro presenta inhibido de la recaptació de [3H]NA, té un efecte inhibidor de
les contraccions del múscul llis molt més potent que emmascara la potenciació de l’efecte
de la NA (Fox i col., 1991). De fet els treballs de Miranda i col. (1988) demostren un

antagonisme per haloperidol de les respostes a NA i dopamina en conducte deferent de
rata.

Respecte a la motilitat espontánia, PCP i TCP en mostraren major o igual que

l’MK-801, el dextrorfa en mostrá molt poca i el dextrometorfa no en va presentar.

Aquest fenomen es correlaciona directament amb la seva capacitat per potenciar l’efecte
de la NA exógena. L’haloperidol provocá també motilitat espontánia en conducte
deferent de rata, a l’igual que altres treballs (Miranda i col., 1988), encara que el
mecanisme no está ben establert.
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La potenciado de les respostes a la noradrenalina en conducte deferent de rata

per part de l'MK-801 ens va portar a pensar que aquest efecte podría teñir repercussió a

nivell sistémic, en animal sencer, provocant un increment de la pressió arterial. Alguns
treballs descriuen augments de pressió i freqüéncia cardíaca després de l'administració

d'aquest farmac (Rockhold i col., 1992), encara que no especifiquen el mecanisme peí

qual es produeix i són realitzats en rata conscient.

Altres autors (Kubo i col., 1993) han trobat que, en rates, els receptors NMDA

mitjaneen la hipertensió indui'da per estimulació del eos quimioreceptor carotidi amb

NaH2P04. La injecció d'MK-801 en una determinada zona de l'encéfal inhibía aquesta

resposta pressora quimioreflexe. Per tant, el fet que aquest compost administrat
sistémicament indueixi un augment de la pressió arterial, indica que la seva acció global
és molt més complexa.

En els nostres experiments, l'administració endovenosa d'MK-801 a rates

anestesiades amb pentobarbital, va provocar un augment de pressió arterial dosi-

depenent que anava, pero, acompanyada d'una caiguda de pressió per sota de la línia
basal.

La vagotomia no va inhibir la caiguda subseqüent a l’augment i, per tant, aquest
fet ens permet descartar que la caiguda siguí deguda a un mecanisme reflex a la pujada
inicial. D’altra banda, l’anul.lació del control central mitjan9ant la desmedul.lació va

provocar la desaparició d’aquesta. Aquests dos fets permeten deduir que aquesta caiguda
es deu a un mecanisme central, que bé podría ser mitjandada pels receptors NMDA tal i
com descriu Kubo i col. (1993).

Ja que els resultáis obtinguts en les experiéncies en órgan aíllat indicaven que el
mecanisme d’acció de l'MK-801 estava, possiblement, lligat a la recaptació de la
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noradrenalina, es va provar si l'efecte pressor d'aquest farmac era degut a una acció

adrenérgica indirecta, per un augment de la noradrenalina en l'espai sináptic, administrant

prazosina préviament a l'MK-801. La prazosina no va anul-lar la resposta pressora de
l'MK-801 de forma significativa, encara que s'observa que la variació de pressió indulda

per l'MK-801 en preséncia d'aquest bloquejant ai és menor que en els animáis no

pretractats amb la prazosina.

D'altra banda, pero, en rates reserpinitzades (és a dir amb les reserves de
catecolamines depleccionades) es va observar una disminució significativa en l'increment
de la pressió arterial. Aquest fet, unit a la tendéncia a inhibido per prazosina descrita

abans, permet pensar que l'efecte pressor podría teñir, dones, parí: de component

adrenérgic en concordáncia amb els resultats en bany d'órgans.

Per a determinar si existia una acció B-adrenérgica en l'acció pressora de l'MK-
801 es bloquejaren aquests receptors amb propranolol. Sorprenentment a l’administrar a
continuació l'MK-801, l'animal es moría. Aixó podría ser degut a que l'MK-801 per se o

per interacció amb el pentobarbital, provoqués una bradicárdia que en condicions
normáis seria remuntada per un estímul adrenérgic reflex (de fet és el que s'observa en

rata no pretractada); aquesta recuperació de la ffeqüéncia cardíaca via estimulació

adrenérgica no seria possible quan els receptors P están bloquejats.

La diferéncia entre els tants per cent d’increment de pressió per MK-801 entre la

rata normal i la rata desmedul-lada resultá no significativa. D’aixó es pot concloure que

aquest efecte de l’MK-801 (0,3 mg/kg) és el mateix en rata normal que en rata

desmedul-lada. Per tant l’efecte pressor d’aquesta substáncia es deu a un mecanisme

periféric, mentre que la caiguda subseqüent tal com ja s’ha comentat, es deu a un efecte
central.
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CONCLUSIONS

CONCLUSIONS1.- L’MK-801 produeix un efecte potenciador concentració-depenent de les respostes de
NA exógena i neurogénica, en conducte deferent aillat de rata.2.- Es descarta la implicado del receptor NMDA en aquest efecte potenciador.3.- La no anul-lació d’aquest efecte per la iohimbina va permetre descartar la participado
del receptor 0C2 en aquest efecte de l’MK-801 en conducte deferent.4.- La potenciado de l’MK-801 sobre la NA exógena és independent de les reserves de
NA endógena i per tant, aquesta potenciació no és deguda a Palliberació d’aquesta
catecolamina.5.- De les anteriors conclusions i del fet que l’efecte de l’MK-801 s’anul-lava al

disminuir el Na+ del medi, es pot concloure que la potenciació per aquesta substáncia
és deguda a la inhibido de la recaptació de NA.6.- Tal com caldria esperar d’un inhibidor de la recaptació de NA l’MK-801 és capa?

d’induir motilitat espontánia en el conducte deferent.7.- Altres lligams sigma i PCP assajats varen ser, també, capa?os de potenciar la NA
exógena, amb un ordre de poténcia:
PCP>TCP>MK-801>Dextrorfa»Dextrometorfa.
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CONCLUSIONS8.- En rates anestesiades l’MK-801 va provocar un augment transitori de la pressió
arterial acompanyat d’una caiguda per sota de la línia basal.9.- Es descarta que aquesta caiguda siguí deguda a un mecanisme reflex envers la pujada
inicial.10.- El descens posterior de la pressió arterial indu'it per l’MK-801 és, dones, un efecte
central directe.11.- Deis resultats amb rates reserpinitzades i en rates desmedul-lades es dedueix que

l’increment inicial de la pressió arterial per MK-801 és un efecte periféric.
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