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Generalidades y resefifa -histéoricas

Existen diversos motivos por 1los cuales el estudio de las
propiedades farmacolégicas y los mecanismos de accion de las
Benzodiazepinas (BZDs) despiertan un gran interés en el area de las
Neurociencias.

Las BZDs son el grupo de psicofarmacos mas usado en la actualidad,
constituyendo mas del setenta por ciento de las prescripciones de
sedantes. En menos de tres décadas han llegado a ser en el mundo
occidental drogas de gran consumo, solo superadas en ventas por la
aspirina, el acido acetilsalicilico. En los Estados Unidos, durante
1977 se consumieron 8000 toneladas de BIDs con un costo estimado en
500 millones de dblares (1).

Desde 1a antigqledad se han wutilizado diferentes preparados o
pociones para inducir suefio asi como también para provocar sedacion
e hipnosis. Por citar algunas de ellas el laudano, las bebidas
alcoh6licas y un sinnumero de hierbas.

El primer compuesto utilizado especificamente como hipnosedante fue
el bromuro entre 1853 vy 1864. Otros agentes usados antes de 1900
fueron hidrato de cloral, paraldehido, uretano y sulfonal.

En 1903 hacen su apariciétn como tranquilizantes los barbituricos
logrando un gran éxito de ventas y generandose una enorme variedad
de formulas (2). La discriminacién parcial entre las propiedades
sedantes, hipnoticas y anticonvulsivas condujo a buscar agentes que
surtiesen efectos mas selectivos sobre las funciopes del SNC. As{
mismo el desarrollo de métodos mas elaborados para la evaluaciéon de
los efectos de drogas sobre 1la conducta, hacia los affos '50,
prepararon el terreno para el descubrimiento del singular espectro

de acciones de las BZDs.



Desde el afo 1954, el Dr. Leo Sternbach, trabajando en la compafifa
Hoffman La Roche, utilizé benzoheptoxidiazinas como material de
partida para el desarrollo de una nueva serie de tranquilizantes
(3). Anteriormente, en 1la década del ‘30 en la Universidad de
Cracovia, habfa estado trabajandp con estas sustancias con el fin de
sintetizar colorantes vy pinturas sin obtener resultados que fueran
interesantes.

A partir de las benzoheptoxidiazinas logré sintetizar un compuesto
con estructura de un N-6xido de quinazolina que satisfacia los
requerimientos perseguidos.

Posteriormente el Dr. Lowell Randall seleccionando wuna bateria de
tests apropiados evalué a esta droga en cuanto a sus propiedades
farmacolégicas y la compar6é con los sedantes que estaban siendo
utilizadas en aquel momento: meprobamato, clorpromazina vy
barbituricos.

Asi en 1957 surgid el clordiazepotxido como un compuesto que reunia
los efectos buscados. El Dr. Randall por primera vez diferenci6 el
perfil farmacolégico del nuevo compuesto, postulé entonces un
mecanismo de acciéon central y predijo para esta sustancia una
significativa potencialidad terapéutica (4).

Bastaron unos pocos afios para cumplir las etapas experimentales vy
preclinicas y finalmente, en 1960 el clordiazepbxido sali6 a la
venta con el nombre comercial de Librium. Apenas dos afios mas tarde
se comercializé un derivado llamado diazepam (Valium) que alcanzaria
un importante impacto comercial.

Desde el comienzo del uso terapéutico del clordiazepébxido en 1960,
mas de 3JI000 BIDs han sido sintetizadas, alrededor de 120 fueron
probadas y unas 25 se utilizan en clinica en diversas partes del

mundo (95).



El ulterior descubrimiento de receptores para BZDs abrirfa luego un
excitante camino en la comprensiétn de los modos de acciéon de estos
psicofarmacos. Se estableceria entonces una suerte de revolucién en

la neuropsicofarmacologia molecular.

Propiedades farmacol6gicas de las BZDs:

a) Efectos farmacolégicos:

La razéon de su consumo tan difundido se debe principalmente a sus
acciones sobre el SNC.

Las BZIDs son 1las drogas de eleccitn en la farmacoterapia de la
ansiedad y trastornos relacionados, desordenes del suefio, status
epllepticus y otros estados convulsivaos. También son utilizadas como
relajantes musculares de acciébn central y para premedicacién como
agentes inductores en anestesiologia.

Al ser farmacos muy bien tolerados y ampliamente efectivos y sumado
al hecho de que poseen una toxicidad wmuy baja, adquirieron una
amplia gama de aplicaciones terapéuticas.

La mayoria de las BZDs que han 1llegado al mercado fueron
seleccionadas basicamente por su gran potencia ansiolitica y su
pobre actividad como depresores generales de las funciones del SNC,
debiendose su extraordinaria popularidad en clinica médica en gran
medida a que aliviando 1los sintomas de ansiedad muestran una
interferencia minima en la funciédbn cognoscitiva o la vigilia (3).
Aunque las BZDs afectan la actividad celular en muchos de los
niveles del neuroeje, determinadas estructuras del sistema nervioso
se ven influidas en un grado mucho mayor que otras. Ademés algunos
efectos de las drogas son indirectos (6 a 8).

Las BIDs no son depresoras generales de las neuronas como los
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barbituricos. Hay grandes diferencias de selectividad entre ellas vy
la utilidad clinica de las BZIDs individuales también varia
considerablemente. Incluso existe una serie de compuestos
heterogéneos no benzodiazepinicos que actuan a través de receptores
a BZDs (9).

Los efectos son cualitativamente similares entre todas ellas, pero
existen diferencias cuantitativas importantes en sus espectros
farmacodinamicos y en las propiedades farmacocinéticas que

condujeron a adoptar distintas modalidades en su aplicacién clinica.

Cabe destacar que el estudio de los mecanismos de acciétn de las BZDs
di6 lugar, entre otras cosas, al postulado de un nuevo principio
farmacolégico (10 y 11).

Los receptores a BiIDs fueron el primer ejemplo de un receptor que
podria ser afectado en direcciones opuestas dependiendo de la
naturaleza del ligando con el cual interacciona.

De acuerdo con esta hipbtesis los ligandos benzodiazepinicos pueden

clasificarse segun su efecto en:

i) Agonistas: Para el caso de que incrementen una respuesta dada.

ii) Agonistas Inversos: Cuando el efecto es la reduccion de la

misma.

iii) Antagonistas: No poseen efecto por s{ mismos, es decir son

inactivos pero bloquean la accion de agonistas y agonistas inversos.

También existen BZDs que se comportan como agonistas parciales. La

tabla 1 muestra algunos ejemplos de ellos.



TABLA 1

Receptor Central:

Agqonistas: BZDs: diazepam
flunitrazepam
clonazepam
lorazepam

bromazepam

no BZDs: ciclopirrolones = zoplicone, suriclone
triazolopiridazinas= CL 218, CL 872
pirrazoloquinolines= CGS 98946, CGS 8216
fenilquinolines a PK 8165, PK 9084

B-carbolines = 7K 93423

Agonistas Inversos: B-carbolines: A3-CCM

B8-CCE
3-CCB
g-cCP
DMCHM

FG 7142

Antagonistas: BZDs: RO 15-1788
RO 15~-3505

IK 93426



En todos los casos, los compuestos varian en sus grados de potencia
farmacologica y presentan especificidades caracteristicas y también

disimiles.

Una segunda hipotesis basada principalmente en observaciones de
experimentos farmacolégicos, postula que los sitios de
reconocimiento de BIDs (complejo GABA/BID) podrian encontrarse en
dos estados transicionales de afinidades diferentes.

No estd aun clarificado como es alcanzado y regulado el equilibrio
entre estos dos estados conformacionales y si tal regulacion, en
caso de que exista realmente, estd acoplada a sefiales liberadas del
terminal gabaérgico o a algun otro mecanismo que le confiera una
particular relevancia fisiolégica.

De acuerdo a esta teorifia, los sitios de reconocimiento de BZDs
(complejo GABALA/BZD) al encontrarse en dos estados transicionales,
uno de ellos tendria afinidad madxima para f-carbolinas y el otro
para las BZDs.

Las @-carbolinas sin embargo comparten con las BZDs algunos sitios
de fijaciébn y cuando aquellas, siendo ansiogénicas, reconocen un
centro modulatorio alostérico la probabilidad de que el GABA abra
canales decrece. Por el contrario, cuando BZDs ansioliticas se unen
a este centro tal probabilidad aumenta.

El centro regulatorio, dentro de esta hipotesis, seria un sitio de
modulacién alostérica positiva o negativa, segun el caso, del
receptor de GABA.

La demostraciétn de la existencia de subtipos de receptores, como se
verd mas adelante, tiende a desacreditar 1los modelos de estados

transicionales (12).



b) Aspectos de su farmacocinética:

Las propiedades farmacocinéticas y fisicoquimicas de las BIDs tienen
una gran influencia sobre su utilidad clinica.

Todas tienen altos coeficientes de distribucion 1lipido-agua en 1la
forma no ionizada, pero su lipofilia varia mas de 50 veces sequn la
polaridad y electronegatividad de los diversos sustituyentes.

En esencia todas las BZDs se absorben por completo salvo el
clorazepato que se decarboxila rapidamente en el jugo géstrico a
N-desmetildiazepam (nordazepam) para luego absorberse por completo.
Algunas alcanzan la circulacion sistémica como metabolitos activos.
La via de administracion mayormente utilizada es la oral en donde la
concentracion maxima en plasma se alcanza en 0.5 a 8 hs segun la
BZD. Se reservan las inyecciones intramusculares para el tratamiento
agudo de crisis epilépticas.

Las BZDs y sus metabolitos activos se distribuyen a 1los tejidos
transportadas por sangre, unidas en distinto grado a proteinas
plasmaticas como la albumina. El grado de fijaciébn concuerda mucho
con la liposolubilidad vy abarca generalmente desde un 707 para el
alprazolam bhasta un 997 para el diazepam, con la Unica excepci6tn del
prazepam (30%).

La concentraciéon en el liquido cefaloraquideo es mas o menos la
misma que la de 1la droga libre en plasma, las concentraciones
plasmaticas de 1la mayoria de las BZDs exhiben patrones compatibles
con modelos de dos compartimentos (a pesar de que tres
compartimentos seria mas apropiado para coﬁpuestos solubles en
lipidos). En consecuencia se produce una rapida captaciotn de BZDs
por el encéfalo y otros tejidos muy perfundidos seguida por una fase
de redistribuci6tn hacia tejidos no tan bien perfundidos, en
particular el muscular y el adiposo. Los volumenes de distribucion
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son grandes.

Las BZDs se acumulan en aquellos tejidos ricos en lipidos como el
adiposo y el cerebral. Son metabolizadas en el higado, siendo
finalmente excretadas por rifibn. La vida media de 1las BIDs y sus

metabolitos varia desde unas pocas horas hasta varios dias.

c) Propiedades estructurales de importancia para su accion 3

El término benzodiazepina alude al anillo bencénico A fusionado con
un anillo diazepinico B de siete miembros que se oObserva en la
figura 1. Todas las BZDs importantes contienen un sustituyente
S-arilo (anillo C) y un anillo 1,4-diazepina. Introduciendo diversas
modificaciones en 1los sistemas de anillos se obtuvieron compuestos
que poseen actividades similares. E]l sustituyente S-arilo aumenta
mucho la potencia. La naturaleza quimica de los sustituyentes en las
posicjones 1 a 3 puede variar mucho. Los grupos que retiran
electrones en la posicion 7 acrecientan la actividad
significativamente, los grupos grandes o que liberan electrones en 7
asf como los sustituyentes en otras partes del anillo A reducen la
actividad. Los grupos aceptores de electrones en 2° (orto) del
anillo C incrementan la potencia. Sustituciones en otras partes de C
la disminuyen (3).

La figqura 2 muestra 1la estructura de algunas de las BZIDs mas

representativas (2).
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En busca de un mecanismo de accibn para las BZDs:

A pesar de la amplia difusi6bn que habian alcanzado estos farmacos en
la practica médica, no se conocid su mecanismo de acciétn hasta que
en 1967 (13) propusieran Que las BZDs facilitaban la
neurotransmision gabaérgica en la médula espinal del gato. Estos
autores se basaron en el bloqueo dosis dependiente producido por el
diazepam (DZ) de las convulsiones provocadas por un déficit en la
liberacion de GABA. Estos resultados fueron en general recibidos con

escepticismo y debido a ello quedaron por algunos aflos en el olvido.

Durante los primeros affos de la década del ‘70 se intenté
correlacionar los efectos de las BZDs, con una posible interaccién a
nivel de los distintos sistemas de neurotransmision. Se encontraron
diferencias en la concentraciotn y el recambio de neurotransmisores
como la acetilcolina, dopamina y serotonina (14) en diversas
estructuras cerebrales. Estos cambios nunca alcanzaban a explicar
todos los efectos observados durante la accibn.de las BZDs. De todos
modos se propusieron alternativamente 1la glicina, acetilcolina,
catecolaminas y serotonina como posibles sitios de acci6on de las
BZDs (15). En verdad las BlIDs parecen alterar la dindmica de
virtualmente todos los sistemas de neurotransmisién conocidos en el
SNC, al menos con dosis altas, hablando esto de una posible accién

indirecta en este aspecto.

El aumento provocado por DZ en la inhibiciétn presinéptica de los
reflejos monosinapticos de la médula espinal del gato explicaba en
parte la acciébn miorrelajante de las BZDs. Pero recién después de la
aceptacion del GABA como responsable de esta inhibition fue posible
comenzar a pensar en una interacciéon de las BZDs sobre la

-10~-



neurotransmision gabaérgica (6).

Los trabajos realizados en esta direccidn demuestran inequivocamente
dicha interaccion, ya que la potenciaci6tn observada en aquella
respuesta con DZ se bloqueaba por el antagonista gabaérgico
bicuculina y disminufia al inhibir la sintesis de GABA con
tiosemicarbazida (16). Ademas la depleciotn del GABA endbgeno
producia la abolicion de los efectos encontrados de modo que se
postuld que 1la potenciacitn de los efectos del GABA por BZDs se
llevaban a cabo sin actuar directamente sobre el sitio de
reconocimiento de este aminodcido en la proteina receptora.
Entonces, 1las BZDs no compiten con el GABA por su sitio de
reconocimiento, pero sus efectos no son independientes de aquel vya

que para su accibn requieren de su presencia (17).

Es asi que bhacia 1975 se habian acumulado una gran serie de
evidencias bioquimicas, electrofisiolégicas y conductuales en tal
sentido que hicieron retomar la hipotesis inicial de Schmidt. Los
experimentos comentados proveyeron una explicaci6tn no s6blo acerca de
la identificaci6tn y naturaleza del blanco de acciébn, sino tambieén
para aquellas alteraciones secundarias que se encontraba eran
inducidas por estas drogas en otros sistemas de neurotransmision

distintos del GABA (18 y 19).

Como resultado de este amplio estudio, surge 1la idea actualmente
aceptada, de que el principal mecanismo de acci6on de las BZIDs se
basa en su capacidad de interactuar en aquellas sinapsis en donde el
GABA es utilizado como mensajero intercelular sin que hubiera
modificacién en la sintesis o utilizacion del neurotransmisor.

No debe perderse de vista de todas formas, que si bien las BZDs
producen un moderado corrimiento bacia la izquierda de la curva

-11-



dosis respuesta para GABA, sin incrementar la conductancia maxima al
Cl-, un tratamiento individual con dosis apropiadas de BZIDs no
necesariamente altera 1la transmisiétn en todas las sinapsis,
debiéndose tener en cuenta factores que también influyen como la
concentracion de GABA en el lugar y la ocupacion fraccional del los
receptores de GABA. También es importante tener en cuenta que
independientemente de que las BZIDs provoquen o no una inhibicibn a
nivel general siempre actuan potenciando la accion del GABA (2) Es
por todas estas razones que hoy se acepta en forma general el hecho
de que la sinapsis gabaérgica es el sitio primario de accion de las

BZDs.

Mientras tanto la descripciton de los efectos GABA-independientes fue
incrementandose Yy lo que se atribuia a errores de interpretacion o
de artefactos de las técnicas de estudio vy por lo tanto se
desechaban sistematicamente como datos o evidencias, hoy se tratan
de relacionar y explicar en base a la confirmacion de la existencia
de una amplia diversidad de receptores (subtipos). La hipotesis
generalmente se sustancian con evidencias electrofisiologicas
bioquimicas, farmacoldgicas y conductuales.

En la actualidad hay motivos para creer que. existen diversos
mecanismos de accibn que contribuyen en grados variables a producir
efectos determinados, como su interacciébn con receptores diferentes
o incluso enzimas u otro tipo de blancos intracelulares (20 y 2%).
También hay reportes sobre acciones de las BIDs sobre tejidos
periféricos como vasodilatacién coronaria y bloqueo neuromuscular
(8, 22 y 23).

Es comun ademas, encontrar diferencias interespecificas, siendo las
especies mas utilizadas en experimentacién u observaciones el mono,

perro, gato, rata, raton y hombre.



Receptores a BZDs:

Hacia 1977 dos grupos de investigacion, trabajando
independientemente hicieron posible la primera caracterizacion de
receptores a BZDs, Braestrup y Squires en Dinamarca y Mbhler y Okada
en Suiza (24 a 26).

Aquellos experimentos fueron en gran medida el resultado del
perfeccionamiento de las técnicas bioquimicas para el estudio de los
receptores a hormonas y neurotransmisores, vy por otra parte del
creciente interés por comprender acabadamente las acciones de las
BZDs a nivel del sistema nervioso.

Por caminos paralelos y mediante 1la utilizacién de un analogo
radiomarcado del diazepam describieron la fijacion especifica del
ligando vy consecuentemente la interaccion directa con este sitio de
reconocimiento.

Aspectos tales como orden de potencia relativa en estos sitios,
propiedades farmacologicas, comparaci6tn de las constantes de
equilibrio para la fijaciotn vy capacidad o numero de sitios de
fijacion presentes se convirtieron en preguntas capaces de ser
contestadas.

Los sitios de reconocimiento fueron entonces considerados receptores
basandose en criterios farmacolbgicos tales como:

Saturabilidad de la unibn

Reversibilidad

Estereoespecificidad

La afinidad de la interaccién

Correlaciton entre la afinidad in vitro y la potencia farmacoldgica
Respuesta celular caracteristica

Distribucitn subcelular y regional caracteristica y especificidad de
tejido
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Tales criterios fueron aceptados (27), y una vez establecida la
existencia de receptores para BZIDs en el SNC se profundizd en el
estudio de sus propiedades por diferentes disciplinas, dando cuenta

de una profusa diversidad estructural y por consiguiente funcional.
Receptores a BZDs de tipo central:

Se denomina en forma general receptor a BZDs de tipo central
(RC-BZD), a aquel que existe en el complejo macromolecular que
contiene al sitio receptor de BZIDs y también incluye al receptor
gabaérgico y un ion6oforo de cloruro.

La figura 3 muestra el modelo mas aceptado que describe 1la

estructura del complejo macromolecular.

Fig 3
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Durante 1los ultimos afios, 1los neurobitlogos llevaron a cabo un
intenso estudio sobre diferentes aspectos de 1los receptores a
neurotransmisores. Su presencia en membranas no neuronales vy
neuronales en el sistema nervioso de vertebrados e invertebrados
indica la importancia de estas moléculas para la regulacion y el
mantenimiento de una amplia variedad de funciones celulares (28).
Desde los comienzos del estudio de los receptores a
neurotransmisores uno de los receptores mas intimamente estudiados
fue el receptor colinérgico nicotinico, el cual ha sido purificado,
sus subunidades fueron parcialmente secuenciadas y posteriormente
clonadas y reconstituidas funcionalmente en diferentes sistemas.
Esta aproximacion molecular ha sido combinada con estudios
farmacolobgicos clasicos de fijacion de ligandos, mediciébn de flujos
iobnicos y técnicas de registro electrofisiolégico dando como
resultado un cuadro por demés detallado acerca de la estructura y
funciobn de estos receptores.

Por todo ello, no resulta entonces sorprendente que el mismo tipo de
técnicas hayan sido y aun estén siendo utilizadas en estudios
similares para analizar las caracteristicas y el comportamiento de
otros canales i6bnicos activados por neurotransmisores como es el
caso del receptor para GABA/BIDs.

Corroborando la antigua hipotesis de Schmidt y partiendo de la
posterior descripci6tn de Costa y Haefely, en los ultimos 10 affos se
han publicado un sinnumero de articulos en donde se confirma la
intima asociaci6tn del sitio de reconocimiento de BiIDs con el
receptor de GABA, conformando un complejo macromolecular ubicado en
las membranas sinadapticas de neuronas del SNC, formando parte de una
proteina oligomérica con subunidades a, 3, 7y 8§ (29).

La familia de canales 16nicos relacionada estructuralmente de
naturaleza multimérica vy funcidon ligando—-activada incluye a los
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receptores para GABA, Glicina, acetilcolina, N-Metil-D-Aspartato,
5HTs, Yy se amplia dfa a dia debido al aislamiento, caracterizaciéon y
expresion subsiguiente de <¢cDNAs que codifican para numerosas
subunidades de cada grupo.

La heterogeneidad de los receptores de GABA/BiDs habfa sido
propuesta y tratada en extenso con anterioridad a la utilizacibn de
técnicas de DNA recombinante mediante los ensayos de fijaciéon de
radioligandos. Pero ahora, una diversidad mayor que la esperada esta
siendo encontrada debido al amplio numero de subunidades y de
variantes moleculares de una misma subunidad que bhan aparecido en
los ultimos dos afifos [(ba, 38, 27 vy 28 (30 y 31)].

El tema entonces ha ido cobrando importancia debido al hecho de que
las propiedades funcionales del receptor obviamente dependen de 1la
composicion y la naturaleza de las subunidades constituyentes.
Andlogamente al caso de otros receptores para neurotransmisores
(colinérgico nicotinico, aminoacidos excitatorios) en los receptores
a BZDs de tipo central existe un acoplamiento funcional entre el
receptor al neurotransmisor y un canal iébnico o ionéforo.

La accion fisiolégica del GABAR es mediada por una interaccibn ré&pida
y reversible del aminodcido con sitios de reconocimiento en la
macromolécula receptora, y esta interaccién permite la regulacion de
la apertura y cierre de un canal para cloruro en la membrana
celular. De esta manera las BZDs facilitan la transmision gabaérgica
al incrementar el tiempo medio de apertura del canal aniébnico,
cuando se unen a su sitio en el complejo receptor GABA/BZDs (31,32 y

33).

Actualmente 1los receptores de GABA se clasifican en dos grandes
grupos © clases de acuerdo con el mecanismo de transduccién
utilizado vy 1las propiedades de reconocimiento del transmisor y de
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farmacos (34):

Por un lado aquellos que formando parte de una superfamilia de
receptores ionotropicos acoplados a un canal iénico fueron
denominados GABAa. El sitio de reconocimiento para el GABA se haya
en la subunidad  de la proteina integral que forma el canal
ani6bnico, y las BZDs se unen a la a, y no se descarta una posible
interacci6n con la subunidad 7 (31). A su vez existen subtipos de
receptores de GABA., de acuerdo a las propiedades farmacologicas de
los mismos pueden clasificarse en GABAa., GABAa= y GABAAas.

La clase de receptores a la cual pertenece el receptor de GABAp
utiliza como mecanismo de transducciotn proteinas G ligadoras de GTP
que a su vez modulan la actividad de canales i6nicos, principalmente
de K* y de Ca=*, y no poseen en su estructura sitios de
reconocimiento de BZDs. También en este caso se describieron
subtipos GABAp. Yy GABAp=. Los receptores de GABA no reconocen BZIDs.
Los RC-BIDs o GABA/BZD se localizan en neuronas del SNC
principalmente asociados a membranas sinapticas. Estructuras como la
corteza cerebral y el cerebelo son ricas en este tipo de receptores.
Paralelamente, los estudios realizados para la caracterizacion
farmacolbgica del RC-BZD revelaron la presencia de receptores
benzodiazepinicos localizados en tejidos periféricos, que posefan
caracteristicas que los diferenciaban de los anteriormente
descriptos (35). Esta descripcion ha sido posible gracias a la
disponibilidad de diferentes drogas congéneres aunque con un perfil
de union marcadamente distinto.

Debido a que se encontr6 una alta densidad de este tipo de
receptores a BZIDs en tejidos periféricos como -rifibn, testiculo vy
glandula adrenal se los 1llamb receptores periféricos de BZDs
(RP-BZD) a pesar de que luego se describi6 su existencia en el SNC

tanto en neuronas como en células gliales (36 a 39).
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Mukhin y col. describieron que los RP-BZDs son también abundantes en
tejido neural donde parecen estar preferencialmente asociados con
elementos astrogliales (40).

Es comun encontrar en la bibliografia los términos receptor central
y periférico de BZDs en referencia a los clasicamente descriptos en
SNC vy 1los encontrados inicialmente en tejidos periféricos. Es por
esa razon que muchas veces se refiere receptor central o GABA/B1Ds
indistintamente y RP-BZID se usa para denominar al sitio de
reconocimiento que est4 localizado en tejidos periféricos y tambieén

en el SNC, pero no acoplado al receptor de GABAa.

Receptores a BZDs de tipo periférico:

Al demostrarse que algunas BZDs reconocfian con alta afinidad sitios
saturables que se localizan en numerosos tejidos periféricos se
observd que estos sitios periféricos de fijacion especifica de BIDs
no solo presentaban caracteristicas farmacolégicas vy bioquimicas
distintas, sino también wuna distribucion tisular y subcelular
diferente de los del tipo central (41).

Algunas BZIDs como el clonazepam tienen wuna gran afinidad por el
RC-BZD y practicamente no interactuan con el RP-BZD, en cambio otras
como el diazepam presentan un menor grado de selectividad (42). La
tabla 2 muestra el perfil farmacoldgico de ambos receptores en
corteza cerebral de rata (36 y 42).

A diferencia de los RC-BZD los RP-BZD no estan acoplados al receptor
de GABA (43) y la fijacion del agonista periférico de alta afinidad
SH-RO 5-4864 al RP-BZID no se ve estimulada alostéricamente por Cl-
como en el caso de la uniétn de *H-Flunitrazepam al receptor de tipo
central (44 a 47).
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La afinidad de estos receptores por sus ligandos complementarios es
alta, con constantes de disociaciétn (Kd) del orden nanomolar. Esta
afinidad elevada refleja la baja concentracion de BIDs necesaria
para ejercer un efecto mediado a través del receptor, pero
paradojicamente un numero alto de sitios por célula ha sido

reportada.

T ABLA 2 Inhibici6bn de la fijacibn especifica de “H-R0O 5-4864

y *H-Clonazepam por diferentes BZDs en cerebro de rata.

IC50 (nM).
Compuesto Tipo periférico Tipo central
Diazepam 20 8
Clonazepam 8400 1,2
RO 5-4864 4,1 40000
Clordiazepoxido 4000 900
Flunitrazepam 60 2
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Localizacion del Receptor Periférico de BZDs:

Estudios de fraccionamiento subcelular revelan que los RP-BZD se
encuentran localizados preferencialmente en la membrana externa
mitocondrial y en menor cantidad en la membrana plasmatica y nucleo
de diferentes tipos celulares (48 a 52). La tabla 3 muestra la
densidad de receptores a BZDs de tipo periférico encontrados en una
preparacion de corteza cerebral de rata, y la comparaciétn de aquella
densidad con la encontrada en 1las mismas condiciones para los
RC-BZIDs.

Estos receptores se localizan en un gran numero de tejidos, pero a
pesar de esta amplia distribuci6on existen notables diferencias en
cuanto a la densidad encontrada en los diferentes tejidos e incluso
variaciones con respecto al tipo celular estudiado.

Estudios de su localizacion por técnicas autorradiograficas
utilizando el ligando agonista *H-RO 5-4864 como sonda, demostraron
que aquellos tejidos involucrados en la esteroidogénesis como la
zona glomerulosa de ia corteza adrenal vy las células de Leydig
testiculares por un lado, y los epitelios relacionados con el flujo
de electrolitos (plexos coroideos, glandula salival, porci6n distal
del nefron, etc.) por otro son especialmente ricos en este tipo de
receptor (53 a 55).

La distribucién tisular de los RP-BZD se muestra en la tabla 4, la
misma expresa la densidad de receptores encontrada en los diferentes

tejidos tomando como 1007 al valor descripto para glandula adrenal.
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T A B LA 3 Densidad de la fijacion de ®H-RO 5-4864 (RP-BZID) vy
SH-RO 15-1788 (RC-BZD) a fracciones subcelulares de corteza cerebral

de rata (50).

Fraccioén Tipo periférico 7 Tipo central 7
fmol/mg proteina fmol/mg proteina

Homogenato 320 100 711 100

Pa 496 39 555 31
Nuclear 96 4 100 7
Fragmentos 414 83 790 89

P 349 44 820 47
Mitocondrial 1132 60 583 14
Sinaptosomal 302 30 1136 79
Mielina 80 4 64 5

Ps 164 3 666 3




T A B L A 4 Distribucioén tisular y regional de la fijaciton de

3H-RO 5-4864, medida en homogenatos totales (41).

Tejido o regi6bn Fijacion especifica de “H-RO 5-4864
yA
Glandula adrenal 100
Epitelio nasal 83,1
Glandula salival 73,4
Pulmon 71,6
Eritrocitos 62,6
RifON 40,1
Corazon 40,1
Testiculox 33,2
Bazo 29,0
Lengua 17,0
Higado 11,8
Hip6fisis 7,1
Pancreas 3,9
Intestino delgado 1,0
Misculo esquelético o,8
Cerebro:
Bulbo olfatorio 21,4
Talamo/hipotadlamo 5,7
Hipocampo 4,2
Cerebelo 4,0
Corteza 3,4
Cuerpo estriado 2,4
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X Esta tabla estd confeccionada con datos tomados de la bibliografia
y correspondientes a la comparacion de experimentos realizados en
fracciones mitocondriales crudas de los distintos tejidos citados.
Es importante tener en cuenta esto debido a que puede generar una
falsa imagen de la densidad relativa real, pero al mismo tiempo es

ilustrativo de la ubicuidad de los RP-B1Ds.

Otras estructuras que presentan RP-BZD son 1la médula espinal, el
nervio oOptico, células del canal del epéndimo y la glandula pineal.
Los RP-BZD presentes en el bulbo olfatorio se encuentran en fibras
nerviosas y en las capas glomerulares correspondientes a neuronas
olfatorias aferentes. También se han visto en células sanguineas

como plaquetas, macr6fagos, linfocitos y mastocitos (56 a 68).

Estructura del receptor periférico de BZlDs:

La naturaleza proteica del RP-BZD ha sido demostrada ya que hay una

pérdida de la actividad de uni6bn al ser tratados con enzimas

protecoliticas. Por otra parte los tratamientos con fosfolipasas y

reactivos reductores influyen sobre las caracteristicas del
receptor, lo cual sugiere que puede contener un componente
fosfolipidico importante, asi como también grupos disulfuro

necesarios para el mantenimiento de la conformaciotn biolégicamente
activa (69 a 71). No se sabe si presentan en su estructura restos de
hidratos de carbono.

La caracterizacion fisicoquimica de los RP-BZD no ha sido completa,
en gran medida por su naturaleza 1insoluble, caracteristica que
comparte con la mayoria de las proteinas asociadas a membrana. Esta
dificultad llevd a utilizar detergentes con el propésito de extraer



los receptores periféricos de BZDs de la fraccion de membranas, para
el posterior analisis de los preparados solubilizados (72 a 73).

La solubilizaciétn y reensamblado de los RP-BZD fue 1llevada a cabo
por R. Anholt y col. (72) utilizando mitocondrias de glandula
adrenal de rata. Usando digitonina para separar las membranas
mitocondriales interna y externa, vy luego detergentes no i6nicos
como el Tritébn X-100, se observaba una pérdida de la afinidad por un
derivado isoquinolinico marcado que posee alta afinidad por los
RP-BZDs y es postulado como un posible antagonista, el 3H-PK 11195,
pero la funcioétn era reconstituida por el agregado de colato con una
mezcla suplementaria de lipidos de soja. Las microfotografias
electrénicas de 1la preparacion solubilizada muestra una poblacion
heterogénea de pequefias particulas (<100 A) y algunos agregados de
membrana (>500 A). El comportamiento de este receptor durante la
solubilizacién y el reensamblado sugiere que es una proteina
integral de la membrana externa mitocondrial.

Por otra parte existen una serie de estudios que mediante el uso de
técnicas de marcado por fotoafinidad estiman el peso molecular del
receptor, habiendo en algunos casos ciertas discrepancias. El
fotomarcado del receptor se realiza utilizando un ligando
radioactivo que al iluminarlo se modifica covalentemente fijandose
irreversiblemente al receptor. En un paso posterior se puede
visualizar la migracion del complejo ligando-receptor por
electroforesis en gel de poliacrilamida/SDS. En estos experimentos
reportan un peso molecular aparente de 17 KD. Ademas la_subsiguiente
secuenciacion de fragmentos del péptido purificado 1indica que la
proteina no guarda homologia significativa con la secuencia de otras
proteinas conocidas (76 a 82). De esta manera los autores proponen
haber purificado a homogeneidad aparente una proteina de 17 KD
asociada con los sitios de reconocimiento RP-BZDs.
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Hay otros estudios que tratan de relacionar a este receptor con un
canal anionico mitocondrial activable por voltaje ubicado en la MEM,
capaz de funcionar como poro o tamiz para sustancias de peso
molecular mayor a 6 KD. Este canal, es la proteina mas abundante de
la MEM, tiene un tamafo de poro de 15 A y permite transferir grandes
aniones como ADP y ATP a través de la MEM. Se la denomina Porina por
su gran similitud con wuna proteina de la membrana celular de
bacterias gram negativas. Sequn estos autores, el RP-BZD tendria un
peso molecular idéntico al de la Porina (alrededor de 30-35 KD), vy
ambas proteinas poseen idéntica movilidad en diferentes sistemas
electroforéticos (41, 83 y 84).

Por otra parte, otros autores 1llevando a cabo experimentos de
irradiacion-inactivaciéon del RP-BZD se ha estimado el peso molecular

en 34 KD (895).

En este ultimo aflo dos grupos han comenzado a trabajar sobre los
aspectos moleculares del RP-BZD, principalmente en relaci6n a la
estructura del gen y su regulacion.

Uno de ellos, el grupo de Krueger y col. en Washington, fabricé una
biblioteca gentmica de rata que fue estudiada con una sonda
correspondiente a la proteina que fija PK 11195. Fueron aislados
seis clones que muestran mapas de restriccion idénticos salvo en sus
extremos 5° y 3°. El aislamiento de un gen para el RP-BZD concuerda
con el hallazgo de una sola banda de hibridizaci6tn en ensayos de
Southern Blot de DNA de rata. El1 gen del RP-BZD se estima que tiene
un tamafo de 2500 pares de bases, con dos intrones de 800 y 500
respectivamente. El sitio de iniciacion de la transcripcion del RNA
se encuentra aproximadamente 200 pares de bases rio arriba del codén
de iniciaci6n de la traducci6tn. Por otra parte la regidon promotora

muestra secuencias repetitivas largas.
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El otro grupo, Le Fur y col. en Francia, localiz6 el gen de RP-BID
de humanos en la regi6tn distal del brazo largo del cromosoma 22.

La mayor parte de los estudios estructurales del RP-BZD indican que
es una proteina con un peso molecular de aproximadamente 18 KD (86 y

87).

Efectos del RO 5-4864 y PK 11195, dos ligandos "periféricos'":

La funciétn de los RP-BZD no estd aun totalmente aclarada,aunque su
rol modulatorio en la esteroidogénesis bha sido recientemente
reconocido (ver mas adelante).

El RO 5-4864 es la droga de mayor afinidad descripta para este tipo
de receptores, la misma produce un efecto pleiotrépico de acciones
farmacolbgicas. En algunos casos 1los efectos observados por
aplicaciotn de RO 5-4864, son revertidos por PK 11193, un derivado
isoquinolinico que posee alta afinidad por el RP-BZD (88 vy 89),
debido a esto se postuld que el RO 5-4864 se comporta como agonista
de estos sitios en tanto que el PK 11195 lo hace como antagonista
(90).

Asi como se encuentra muy buena correlaci6tn entre la habilidad de
varias BZDs para inhibir la fijaci6on de “H-Diazepam a membranas de
Ccerebro de rata vy su efectividad clinica en humanos, no ocurre lo
mismo con los sitios periféricos de reconocimiento de BZDs. Hasta
ahora no ha sido correlacionada una respuesta biolégica, o
farmacolbgica, con la ocupaci6n de los RP-BZID (91)..

Algunos de los efectos provocados por RO 35-4864 son:

Disminucidn de la duracion del potencial de acciéon en células
cardiacas antagonizado por PK 11195 (92); alteracion de la expresion
de protooncogenes (93); modificacibn de la actividad proliferativa
de distintas lineas de cultivo de células por ejemplo, estimulacion
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de la melanogénesis en células B16/C3 de melanoma de raton (94),
inhibiciétn de la proliferacion de células de timoma de raton (95 vy
946); estimulaci6tn de la metilacion de fosfolipidos en células de
astrocitoma Cé6 (97); incremento en el flujo en las arterias
coronarias (8); aumento de la produccitn de testosterona en células
de Leydig testiculares, antagonizado por PK 11195 (98 vy 99);
reduccion de las arritmias ventriculares durante 1la isquemia
miocardica en el perro (100); etc (101 a 111).

Los posibles mecanismos de accion se desconocen y tampoco se sabe si

los efectos observados son mediados directamente por este receptor.



Efectos del RO 5-4864 a nivel central:

Se ha acumulado una gran cantidad de informacion acerca de la
interaccion de BZDs de uso clinico con receptores en el sistema
nervioso central modulando las sinapsis gabaérgica como hemos
citado, principalmente a través de un cambio en la cinética de

apertura y cierre de canales de cloruro.

Hay baAsicamente tres tipos de ligandos para los sitios de modulacion

alosteérica del RC-BZD a saber:

i) Las BZDs ansioliticas que comportandose como reguladoras
alostéricas positivas incrementan la probabilidad de 1os eventos

resul tantes de la accion del GABA (18).

ii) Los distintos derivados ansiogénicos de nucleo heterociclico
B-carbolina-3-carboxilato o también 1lamados moduladores alostéricos

negativos que disminuyen aquella probabilidad (30).

iii) Los antagonistas que como el flumazenil o RO 15-1788 estan
practicamente desprovistos de actividad intrinseca pero antagonizan
la accion de moduladores alostéricos positivos y negativos. Siendo

el RO 15-1788 ademas un antagonista puro del sitio modulatorio (10).

Actualmente cobr6 fuerza la idea de que 1los receptores de GABAa
también podrian ser modulados por RO 5-4864, de esta manera los
RC-BZDs tendrian, ademas del sitio <clasico de reconocimiento del
tipo central, un dominio en su estructura molecular con la propiedad
de reconocer ligandos benzodiazepinicos del tipo periférico.

Cabe recordar para evitar algun tipo de confusion que los sitios de
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reconocimiento de RO 5-4844 a nivel del complejo receptor GABAA/BIDs
no se refieren a los receptores periféricos de BZDs (RP-BIDs)
propiamente dichos.

El derivado 4°'-clorodiazepam (RO 5-4864), como ya se ha visto, tiene
un perfil farmacolégico claramente distinto del de sus compuestos
parentales analogos (sustituidos de manera diferente).

El anticonvulsivante diazepam incrementa la probabilidad de que el
GABA evoque corrientes de cloruro mientras que el proconvulsivante
RO 5-4864 decrece esta probabilidad.

Aunque hay una gran similaridad quimica entre el diazepam y su
derivado clorado RO 5-48B64 (ver figura 2), el primero se une con una
afinidad mucho mas alta que el sequndo al RC-BZID, sitio de
reconocimiento clasico.

El RO 5-4864 desplaza a la picrotoxina mejor de lo que el diazepam
lo hace, aun cuando su afinidad por este sitio es mas baja que por
los sitios de reconocimiento encontrados en tejidos perifeéricos
(112).

Evidencias anatomicas electrofisiolodgicas y bioquimicas apoyan la
hipbtesis de la acci6n modulatoria negativa del RO 5-48464 sobre 1los
canales de Cl~- GABA-activados en neuronas del SNC de mamifero y
ganglio ciliar (113 y 114).

La disponibilidad de clones de cDNA para varias subunidades del
receptor de GABAA y la posibilidad de expresarlo transientemente en
una linea celular de rifién (linea 293) permiti6é el estudio de los
receptores de GABAan ensamblados de distintas maneras, es decir
pudiendo reconstituir de diferentes formas 1os receptores BZIDs
modificando el tipo y 1la estequiometria de las subunidades

constituyentes (31).
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Mientras el GABA, la bicuculina y picrotoxina ac tuan sobre
receptores formados con subunidades a, y B., la coexpresion de estas
subunidades con otra del tipo 7= es requerida para que se exprese la
modulacién alostérica positiva o negativa de las BIDs o derivados
fi-carbolinicos sobre las corrientes de cloruro evocadas por GABA.

El RO 5-4864 produce una disminucié6n rapida y dosis dependiente de
las corrientes de cloruro registradas en estos experimentos (30). El

PK 11195 no es capaz de antagonizar al RO 5-4864 en estas

condiciones.

El convulsivante peptidico TBPS (t-butylbicyclophosphorothionate) se
une especificamente a un sitio alostérico acoplado al ionoforo de
cloruro asociado al complejo del receptor GABAA/BZDs (1195).

Se demostr6o también que diferentes BZDs son capaces de modular 1la
fijacion de 3®S-TBPS en corteza cerebral de rata. Ademas se acepta
en forma general que la modulacion del binding de =®S-TBPS al sitio
de picrotoxina (cercano al ionoforo de cloruro) por 1ligandos del
receptor central de BZDs, es wuna respuesta farmacolégicamente
relevante para la activaciéon de los receptores a BZDs. Como ejemplo
puede citarse que las BZDs utilizadas clinicamente como
hipnosedantes o anticonvulsivantes inhiben la fijacioén de 385-TBPS,
mientras que los ligandos proconvulsivantes o convulsivantes del
receptor benzodiazepinico producen un efecto opuesto en la fijacion.
Consistentemente con sus acciones opuestas al GABA, se ve que el RO
5-4864 incrementa el binding de S®S-TBPS en concentraciones
compatibles a las observadas para el antagonismo de la funcion del
GABA y aumenta también la potencia inhibitoria del TBPS sobre la
fijacion de SH-flunitrazepam. Contrariamente el PK 11195 inhibe 1la
fijacion de 3°®-TBPS, posiblemente actuando en el mismo sitio y
consecuentemente reduce la potencia del TBPS como modulador de 1la
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accibn de BIDs centrales. El RO 15-1788 no bloquea tal funcion.

Investigaciones previas llevadas a cabo por Weismann-y col. en 1983
babfian demostrado una accion proconvulsivante para el RO 5-4864 y el
PK 11195, también se habian encontrado otros efectos excitatorios
sobre el SNC (103 y 116 a 120).

Es posible que exista una proporcion de ion6bforos de cloruro que
poseyendo dominios de requlaciétn alostérica efectuado por el RO
5-4864, constituyan entidades moleculares independientes del
complejo receptor GABAL/BZDs. Tal hipotesis es sustentada por
estudios de distribuciéon de los sitios de reconocimiento por
autoradiografia (113).

Estas observaciones demostrarian la existencia de sitios
regulatorios adicionales a través de 1os cuales la funcion

gabaérgica podria ser modulada.



Modulacion endbgena de los receptores de BZDs:

Con la dilucidaci6tn del papel de las BZDs sobre la neurotransmisioén
gabaérgica se suscitéd, con légica, un acentuado interés por la
bioquimica, fisiologia y farmacologia de este sistema, en virtud de
que el GABA es reconocido actualmente como el neurotransmisor
inhibitorio mas importante en el SNC de mamiferos, participando
aproximadamente en un tercio del total de las sinapsis existentes en
el SNC.

El hecho de que 1las BZIDs modulen la neurotransmision actuando a
nivel de un paso requlatorio y funcional de tal importancia indujo a
los investigadores a trabajar intensamente en la demostracion de la
existencia de sustancias a las cuales se les pudiera adjudicar un
papel de modulador endogeno directo, estimulados en parte por el
problema a resolver de que un receptor sea reconocido por sustancias
obtenidas por sintesis quimica en laboratorios vy por lo tanto
aparentemente ajenas al sistema nervioso.

Tales estudios fueron en gran medida influenciados por el
descubrimiento de los neuropéptidos que reconocen endogenamente al
receptor de morfina (encefalinas, endorfinas y dinorfinas). Sin
embargo para el caso del receptor de BZDs, el problema por ahora
parece ser de mas dificil solucion (121).

Muchas sustancias fueron propuestas como moduladoras naturales del
receptor de BIDs, pero basicamente tres han quedado a lo largo de

los afios como actuales hipotesis de trabajo (122).



1) En primer lugar voy a referirme a una serie de peéptidos
inicialmente descripta por Costa y col. (122 y 123), que se generan
a partir de un precursor denominado, con un criterio operacional,
DBI (inhibidor del binding de diazepam). Esta familia de péptidos
que rondan aproximadamente los 10 Kdalton de peso molecular, son
también 1lamados genéricamente endozepinas y poseen no soOlo
actividades de 1lo mas dispares sino también wuna localizacion
bastante amplia.

El1 DBI actua como un modulador alostérico negativo del receptor de
GABA.. Posee una masa molecular de 10 Kdalton (105 aminodcidos) y se
encuentra en altas concentraciones en cerebro y en tejidos
periféricos especificos de diferentes especies de mamiferos.

El DBI puede ser clivado postraduccionalmente en fragmentos
biolbgicamente activos por accion de neuropeptidasas endbgenas, Yy
esto esta perfectamente demostrado para el caso particular de
cerebro.

Recientemente se han caracterizado tres neuropéptidos endbgenos con
estructura primaria derivada del fragmento 17-30 del DBI.

Todos contienen la secuencia 33-50 en su estructura ubicada en 1la
region c-terminal. Estos neuropeéptidos son el TTN (DBI 17-50) el
cual es el mas abundante, EPN (DBI 26-50) y ODN (DBI 33-30).

Estos fragmentos originados por el procesamiento de un mismo
precursor parecian poseer actividades farmacolégicas muy similares,
por ejemplo todos inducian comportamiento conflictual cuando eran
inyectados en ratas. Pero sin embargo tiemen sitios intrinsecos de
accion diferentes, en diferentes subtipos de receptores

benzodiazepinicos (124 a 128).
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2) Por otro lado se ha descripto que una B-carbolina extraible de
corteza cerebral (butil éster de fi—carbolina) posee gran afinidad
por los receptores centrales de BZDs y sus niveles se modifican por
situaciones de stress (129 a 131).

Siendo un inhibidor muy activo de la fijacitn de BZDs centrales al
receptor de GABA.n/BZDs posee potencia nanomolar vy se encuentra
especialmente concentrada en membranas sinaptosomales.

No se conocen sus vias biosintéticas ni tampoco 1la localizacion

neuronal exacta.

3) Por ultimo, se ha demostrado en los Gltimos aﬁos la existencia de
BiDs de origen natural. El1 origen ex6geno o endégeno esta en
discusion, pudiendo o bien ser biosintetizadas, o ser adquiridas por
medio de la dieta de 1la misma forma que muchas vitaminas son
absorbidas (132 a 134).

Esta hipotesis por 1o tanto sostiene la posibilidad de que BZDs
naturales, idénticas estructuralmente a 1las sintéticas utilizadas
como psicofarmacos, tengan a cargo la funcidn de modular

endogenamente la actividad de los receptores benzodiazepinicos.
También se ha especulado en alqunas oportunidades con la posibilidad

de que los RC-BZDs puedan ser regulados por dos sistemas endogenos

interactuantes con accioness opuestas (135).
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Modulacién endbgena del RP-BZD:

Como hemos visto, uno de 1los aspectos mas controvertidos con
respecto a los receptores a BZDs, es la demostracion de la posible
existencia de ligandos endogenos para estos sitios (136 y 137). Es
decir sustancias de origen natural sintetizadas para esa funcioén
especifica y que sean capaces de interactuar con estos receptores
modulando de este modo la funcion celular.

Como se vié& anteriormente esto constituye un gran desafio en la
completa comprensiotn de las propiedades funcionales de los
receptores a BZDs de tipo central.

Para el caso de 1los RP-BZDs también se ha intentado encontrar
moléculas endbgenas que interactuaran con estos sitios de
reconocimiento, por ejemplo desplazando la fijacion de agonista.

Y el problema resulta aun mayor dado que el rol fisiolégico de los
RP-BZDs aun permanece sin aclarar totalmente.

En un principio se observo que gl menos dos fracciones purificadas
de diferentes extractos de tejidos o fluidos biolégicos, poseian
esta actividad. Se encontré una fracciétn activa de alto peso
molecular ( >10000) vy otra de bajo ( <1000). La posterior
caracterizacion de una proteina (correspondiente a 1la fraccion de
alto PM) que se llam6 antralina por hallarse en alta cantidad en el
antro estomacal y ademds se sintetiza en muchos otros tejidos,
demostré que se trataba de wuna fosfolipasa A2 que presentaba un
efecto modulador sobre la fijaci6n de agonista por un mecanismo aun
no descripto (71 y 136).

El estudio de 1la fraccion de bajo PM habia sido realizado en
ultrafiltrados de plasma y orina de humanos (138), los trabajos
posteriores que caracterizaron estructuralmente a esta fraccion,
demostraron que algunas porfirinas extraidas y purificadas a partir
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de tejidos periféricos presentaban afinidad en el rango qanomolar
por estos receptores (139). Sequn estos autores las porfirinas
relevantes fisiol6gicamente poseerian mayor afinidad que las no
fisiolbgicas, los precursores o productos de degradacion de aquellas
(140 y 141).

Cabe destacar que tanto los pasos iniciales, como finales en la
biosintesis de porfirinas tienen lugar en la mitocondria y que los
citocromos contienen también porfirinas vy algunos de ellos estan
ubicados en 1la MEM e involucrados en el metabolismo de los
esteroides, en concordancia con la predominante localizacion de los

RP-BZD en esta organela.

Como ya se dijo anteriormente los derivados del DBI poseen sitios
intrinsecos de accion diferentes, esto es a nivel de diferentes
subtipos de receptores benzodiazepinicos.

Un derivado que fue denominado TIN (Triakontatetraneuropéptido)
virtualmente no posee accion sobre el binding de 1las BZDs
ansioliticas, pero desplaza a la BZD ansiogénica y convulsivante RO
5-4864 de sus sitios especificos de uni6tn, tanto de membranas
mitocondriales como de aquellos sitios asociados a un subtipo
especifico de receptor de GABAa (1295).

En contraste el ODN (octadecaneuropéptido) Yy el EPN
(eicosapentaneuropéptido) ) desplazan al FH-flunitrazepam o
SH-flumazenil mas potente vy eficientemente que el 3H-RO 5-4864 de
sus propios sitios de membranas neuronales (127).

La accion proconflictiva del TTN en ratas es bloqueada por el
derivado isoquinolin~-carboxamida PK 11195 posible antagonista del
RO 5-4864. La accion proconflictiva de ODN y EPN sin embargo no es
capaz de ser bloqueada con PK 11195 pero si por flumazenil un
antagonista benzodiazepinico central que también antagoniza 1los

-346-



efectos de los ésteres de B-carbolinas a nivel del receptor de
GABAA .

Al encontrarse diferentes mecanismos por medio de 1los cuales TTN,
EPN y ODN expresan un perfil farmacoldgico aparentemente similar,
comenzaron a estudiarse y a analizar en detalle 1los requerimientos
estructurales primarios de las regiones N y C-terminales de estos
péptidos, para poder de esta manera encontrar una relacion entre la
estructura y la expresion de su actividad biolégica (126).

Esto permite interpretar en términos de estructura la habilidad de
TTN, EPN y ODN para discriminar diferentes subtipos de sitios de
reconocimiento. También se estudid su estructura secundaria.

Como queda evidenciado, se buscan activamente compuestos que modulen
endogenamente al RP-BZD, pero las controversias son mayores aun que
para el «caso de los RC-BZD probablemente debido a que todavia los
trabajos resultan preliminares y por lo tanto es un tema que aun

transita por el camino de la especulacién.



Regulacion de los RP-BZID:

Los RP-BZID se encuentran sujetos a cambios regulatorios como
resul tado de tratamientos de diferente naturaleza.
La tabla 5 resume los cambios observados en diferentes tejidos, para

distintas situaciones experimentales (142 a 149).

TABLA S Efecto de distintos tratamientos sobre los RP-BZID:

Tratamiento Tejido N RP-BZDs (Bmax)

Adrenalectomia rifion
Hipofisectomia testiculo
glandula adrenal
17-B-Estradiol (croénico) rifon
testiculo
Tiroxina (cronico) rifion

testiculo

o — - - — > - - a

corazbén
Stress Shock inescapable
(80 shocks) rifén
corazoén

corteza cerebral

(3 shocks) rifion

Stress natacion forzada bulbo olfatorio
rifton
Stress quirurgico rifon

- > P > - e -

corteza cerebral
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Tratamiento Tejido N@ RP-BZDs (Bmax)

Simpatectomia quimica (60HDA) hipotalamo
cuerpo estriado
ventriculo cardiaco
glandula pineal

Reserpina- (crénico) glandula pineal

w

ventriculo cardiaco

Puede agregarse que la administracién prolongada de neurolépticos a
pacientes esquizofrénicos provocd una caida en el numero de RP-BZID
en plaquetas (150), que en ratas espontaneamente hipertensas se
encuentra modificado el Bmax con respecto al control (151 a 154), Yy
que también varia el Bmax del 3H-RO 5-4864 en distintos 6rganos de
la rata durante el ciclo estral (155).

Los datos enumerados sugieren la existencia de mecanismos de
regulacion controlando a los RP-BZDs. Abundan ejemplos de
influencias tro6ficas, hormonales y de situaciones fisiopatolégicas
como el stress quirurgico o ablaciones de 6rganos que modifican los
parametros de este receptor, pero en ninguno de los casos ha sido

propuesto un mecanismo que explique tales cambios.
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Heterogeneidad de los RP-BZD:

La afinidad de la BZD RO 5-4864 varia marcadamente en diferentes
especies y o6rganos (43, 156 a 158). Por citar un ejemplo, el RO
5-4864 muestra alrededor de 80 veces mAds potencia en su fijacion al
rifibn de rata que al de conejo y la diferencia es de casi 100 veces
si se compara cerebro y corazéon de rata o de bovino.

La protoporfirina IX, un compuesto que muestra actividad inhibitoria
de la fijacion de SH-RO 5-4864 en rifibn, no es capaz de desplazar a
este agonista en mitocondrias de astroglia (43). Si también se tiene
en cuenta gque el antagonista de alta afinidad para estos sitios PK
11195, es de cinco a diez veces mas efectivo en desplazar al *H-RO
5-4864 de corteza cerebral y cuerpo estriado que de Organos
periféricos (43), no deberia descartarse la posible heterogeneidad
de los RP-BZD.

Esto hace necesaria una caracterizacion bioquimica y farmacologica
mas o menos exhaustiva antes de emprender cualquier estudio en un
determinado tejido. El analisis de la posible heterogeneidad de 1los
RP-BZDs es por el momento un tema parcialmente desarrollado. A tal
situacion contribuyeron con una relativa importancia por 1lo menos
dos hechos; por un lado la ausencia, hasta hace muy poco tiempo, de
datos estructurales concretos (ver Estructura de los RP-BZIDs), y por
el otro la ausencia de una descripcidtn clara sobre la funcién
biolbgica que podrian tener estos receptores.

Hoy por hoy se cuenta con informacion obtenida basicamente desde la
bioquimica descriptiva vy no necesariamente dirigida a sistemas que
pueden revestir alguna importancia desde el punto de vista de 1la

posible heterogeneidad funcional de los RP-BZD.
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Relacibn con mensajeros celulares y iones:

No existen evidencias de que la interaccién del RP-BZD con un
ligando active alguna via celular i6bnica o metabotlica conocida.

El hecho de que algunas BZDs inhiben 1la fosforilaci6tn de proteinas
inducida por el sistema calcio-calmodulina (21), vy la ulterior
descripcion de que el 3H-RO 5-4B464 se une a la calmodulina, de un
modo especifico, saturable y reversible (aunque con baja afinidad)
(159), abre algunos interrogantes acerca de los posibles mecanismos
de acciotn de BiIDs ‘“"periféricas" sobre el disparo de respuestas
intracelulares. En particular sobre aquellas relacionadas con los
procesos celulares que involucran la participacion del calcio como
mensajero celular. Debido a la importancia de la calmodulina a este
nivel (ej: sobre 1a actividad fosfodiesterasa, adenilato c#clasa,
transporte ibnico a través de membranas, fosforilaciéon de la cadena
liviana de la miosina, activacion de diversas quinasas vy
fosforilasas, rol en la liberacion sinaptica y otros mecanismos de
secrecion, ademds de ser blanco de muchos farmacos) (160 a 163), vy
el conocido papel del calcio en relaciébn a aquella en la regulacion
de eventos intracelulares por diferentes mecanismos que involucran
flujo de iones, segundos mensajeros etc, (74), es interesante
definir si hay relacion entre el sistema Ca’*—ca{modulina y el
RP-BZD. Por otro lado, se conoce bastante bien el efecto que poseen
distintos iones inorganicos sobre la interaccién de BZDs con el
RC-BZD (166 a 169), sin embargo este es un punto que aun no ha sido
estudiado sistematicamente para el RP-BZD.

Los aspectos relacionados con la transduccion de un mensaje celular
o la influencia de determinadas interacciones i6onicas en el proceso
de reconocimiento entre el ligando y el receptor son temas que estan
en continuo desarrollo en el estudio de los RP-BZDs.

—-41—



Receptor periférico de BZIDs y esteroidogénesist

Los experimentos de localizacion de RP-BZDs por técnicas
autoradiograficas utilizando como sonda al agonista SH-RO 5-4864,
demostraron que los tejidos esteroidogénicos contienen un abundante
numero de RP-BZD (48 y 353).

Si los RP-BZD cumplen un rol importante en el camino

esteroidogénico, aun no esta totalmente dilucidado.

La localizaci6on de los RP-BZIDs en la membrana externa mitocondrial
es sugerente en este sentido. En el caso de participar
fisioldgicamente en procesos esteroidogenéticos se trataria de una
ubicaci6on estratégica en cuanto a que un paso clave en la regulacion
de la produccion de esteroides como es el clivaje de 1la cadena
lateral del colesterol por el citocromo Paso tiene lugar a este
nivel vy el aporte de colesterol desde la membrana externa

mitocondrial hacia la membrana interna (170 y 171).

El DBI es un polipéptido de abundante ocurrencia en tejidos
esteroidogénicos, es expresado en el testiculo y esta primariamente
localizado en células de Leydig. Existe una alta inmunorreactividad
para DBI en células de Leydig tumorales (linea establecida MA-10) vy
ademas fue aislada de células de la zona fasciculata de la glandula
adrenal una protefina, luego identificada por secuenciacién, como DBI
encontrando que es capaz de estimular la esteroidogénesis en este
tejido (172).

Estos datos sugieren la posibilidad de que el DBI, comportandose
como un ligando endobgeno, o tal vez productos de su posterior
procesamiento intracelular puedan interactuar fisiologicamente con
los RP-BZD mediando de esta manera la entrega de colesterol a la
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mitocondria y consecuentemente estimulando la esteroidogénesis en
células adrenales (173).

Estos experimentos pueden proveer datos importantes en la
dilucidacion de los mecanismos moleculares que regulan la
biosintesis de esteroides.

De acuerdo con esta hipotesis, los ligandos sintéticos con afinidad
alta por el RP-BZD de este modo mimetizarian la acciébn fisiolégica
del/os ligandos endébgenos dando cuenta de su capacidad para
estimular la esteroidogénesis. De hecho estudios recientes
realizados en células de la glandula adrenal (172 y 173) demuestran
qQue ligandos del RP-BZD promueven la entrega de colesterol a la
mitocondria por un mecanismo posterior al transporte de colesterol
exbgeno a la mitocondria.

En resumen los RP-BZD estarian implicados en la estimulacién aguda
de 1la esteroidogénesis en células adrenales de la zona glomerulosa
(173 y 174), posiblemente también en 1la placenta (175) mediando
posiblemente la entrada, distribucién y/o disponibilidad de

colesterol en la mitocondria.

Estos estudios sugieren que el uso de células intersticiales
testiculares, como asi también otros tejidos esteroidogénicos
resultan sistemas muy adecuados para utilizar como modelos para el
estudio de en primer lugar el posible rol biolégico de los RP-BIDs vy
en seqgundo lugar el estudio de la accion de ligandos
benzodiazepinicos en la esteroidogénesis testicular en particular y

la modulacion endoéocrina en general.

-43—-



Benzodiazepinas y Esteroidess Posibles relaciones y papel en la

comunicacién celular.

Diversas razones contribuyen al interés que comienza a despertarse
en el estudio de la relaciones entre las BZDs y sus receptores y los
esteroides.

El mecanismo clasico por el cual las hormonas esteroidales llevan a
cabo sus efectos involucra la activacion de receptores
intracelulares de alta afinidad que luego modulan la transcripcién
de determinados genes. Los esteroides también modulan la expresion
génica vy la sintesis de nuevas proteinas en el cerebro. Sin embargo
la extremada rapidez con la cual 1los esteroides gonadales vy
adrenales ejercen sus efectos electrofisiolédgicos y conductuales a
nivel del SNC indican que estas hormonas también actuan a través de
mecanismos no genotmicos (176 y 177).

Se han descripto sistemas efectores que transducen la seffal generada
por la interaccibn esteroide-membrana en cerebro, estos incluyen
receptores a neurotransmisores, mecanismos de liberaciéon de
neurotransmisores y canales ionicos (178).

La interaccion mejor documentada para este proceso es la modulacion
del complejo del receptor GABAa. por metabolitos de progesterona y
deoxicorticosterona A-reducidos. Concentraciones relativamente bajas
de estos compuestos (10-®*-10—*) potencian a este nivel las acciones
del GABA, es decir que poseen un efecto BZD-simil (179 a 181).

El cerebro tiene 1la capacidad de sintetizar esteroides (182),
principalmente sus elementos gliales. Los RP-BZDs se encuentran
especialmente concentrados en este tipo celular dentro del GSNC. La
habilidad de ciertos esteroides para facilitar o a veces inhibir la
transmisi6tn gabaérgica implica la importancia fisiolébgica de los

esteroides cerebrales en el SNC.
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Objetivos



El objetivo del presente trabajo de tesis fue caracterizar
bioquimica vy farmacolégicamente y estudiar la regulacion y funcién
de los receptores a BIDs de tipo periférico en diferentes Organos de

rata.

a) Caracterizacion de los RP-BZIDs:

1) Estudio de los parametros de fijaciébn especifica de SH~-RO 5-48644.

2) Influencia de diferentes iones inorgénicos y 1lipidos en 1la

interacci6on ligando-receptor.

3) Sustancias que interaccionan o modifican las propiedades del

receptor.

4) Aislamiento, purificacién vy caracterizaciéon de compuestos que

interactuan con el receptor. Posible modulacion endogena del RP-BZD.

5) El estudio de la 1localizacion subcelular de los RP-BZDs en

células intersticiales testiculares Yy su caracterizacion

farmacoloégica.

b) Requlacitn de los RP-BiIDs:

1) Estudio de la regulaciétn de los RP-BZDs durante una situacion de

stress agudo.

2) Efecto del tratamiento croénico con benzodiazepinas sobre los

RP-BZDs.
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3) Efecto del tratamiento cronico con etanol sobre los RP-BIDs.

c) Funcion de los RP-BZIDs»

1) Eleccion de un modelo experimental que permita asociar la
ocupacibn de estos receptores con una respuesta biolégica
determinada vy el estudio de posibles mecanismos de acci6bn mediados
por RP-BZDs en el disparo de respuestas celulares. En particular

sobre la esteroidogénesis testicular,

2) Correlaciotn entre los cambios en los RP-BIDs y la respuesta

biolébgica esteroidogénica.



Materiales y Metodos



Mantenimiento de los animales y disecci6tn de distintos oOrganos de

rata:

Se wusaron ratas macho de la cepa Wistar (240-260 g) que fueron
mantenidas, en un esquema de 12 hs luz y 12 hs oscuridad, recibiendo
agua y comida ad libitum. Los animales fueron en todos los casos
sacrificados por decapitacibtn con una guillotina a las 10 hs AM con
el objeto de evitar variaciones circadianas en 1os parametros
estudiados.

Una vez sacrificados los animales, 1los tejidos o estructuras se
removieron rapidamente. Los rifiones Y testiculos™ fueron
decapsulados. Los cerebros se liberaron de sus meninges y se disecé
la corteza cerebral descartandose la sustancia blanca.

*Para los experimentos realizados con testiculos se utilizaron ratas
macho de la cepa Sprague-Dawley (240-260 g) con el mismo protocolo

de mantenimiento de los animales.



Preparacion de membranas: Método de fraccionamiento subcelular por

centrifugacion diferencial,

Homogeneizacion del tejido:

Los tejidos periféricos (riftbn, corazédn, bazo o glandula harderiana)
fueron cortados con una tijera en pequeflos trozos sobre una caja de
Petri sobre hielo granizado (4°C). Luego se homogeneizaron en 10 vol
de 0,32 M sacarosa usando un homogeneizador Polytréon a velocidad 8
(4000 rpm) en dos intervalos de 30 segundos manteniendo siempre
sumergido el tubo que contiene el tejido en un bafo de hielo. Los
otros tejidos en cambio (corteza cerebral, bulbo olfatorio,
cerebelo) se homogeneizaron en un potter de vidrio con vastago de

teflon a 1500 rpm en 8 pasajes completos.

Preparacion de membranas mitocondriales crudas:

Para la obtenci6n de mitocondrias crudas de rifibn, corazétn, corteza
cerebral y bulbo olfatorio, los homogenatos fueron centrifugados
inicialmente a 1000 x g por 10 min. El pellet se descarta, el
sobrenadante se centrifugdé a 11.500 x g por 30 min. El pellet
obtenido fue resuspendido en 20 vol de 25 mM Tris-HCl pH 7,3 vy
centrifugado nuevamente a 11.500 x g 30 min. Este lavado se efectudb
dos veces mas con el objeto de eliminar los restos de sacarosa que
pudieran haber quedado en la preparacion. El pellet final fue
resuspendido en buffer y gquardado a -=70°C en alicuotas a
conveniencia. Este procedimiento rinde una fraccion mitocopdrial

cruda.
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Testiculo: Método de obtencién de membranas y fraccionamiento

subcelular.

Dispersion celular:

Una fraccion de ceélulas intersticialgs se obtuvo por dispersiébn con
colagenasa. En estas condiciones la viabilidad celular fue mayor que
95% Yy el 20-25% de la células se tifen para
3-B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa (criterio para la identificaci6on

de células de Leydig).

Homogeneizaciobn:

La suspensibtn celular obtenida como se describid anteriormente, fue
homogeneizada en 10 vol de 0,32 M Sacarosa/2 mM HEPES pH 7,4 usando
un homogeneizador de vidrio-teflén a 1400 rpm con 20 pasajes,

manteniendo la preparaciéon sumergida en un bafio de hielo.

Preparaci6on de membranas mitocondriales crudas:

Para 1la obtenciotn de mitocondrias crudas el homogenato fue
centrifugado inicialmente a 1000 x g por 10 min, el sobrenadante se
centrifugdb a 11.500 x g por 30 min. El1 pellet obtenido fue
resuspendido en 20 vol de 23 mM Tris-HCl pH 7,3 y centrifugado
nuevamente a 11.500 x g 30 min. Este lavado se efectud dos veces

mas.
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Fraccionamiento subcelular:

Para 1la obtenclon de las distintas fracciones subcelulares se
procedid segun el procedimiento de Antkiewicz-Michaluk vy col.(81).
Esta técnica de fraccionamiento rinde sucesivos pellets que
corresponden a fracciones altamente enriquecidas en nucleos,
mitocondrias Yy microsomas respectivamente y un ultimo sobrenadante
citoso6lico.

Luego de una homogeneizaciotn del tejido en potter con vastago
holgado, se centrifugdb a 770 x g por 13 minutos, este primer pellet
(Pl1) corresponde a la fraccion nuclear que posteriormente fue lavada
dos veces. El primer sobrenadante (51) se centrifugd a 5200 x g por
20’ rindiendo un segundo pellet y sobrenadante (P2 y S2).

El P2 se centrifugd a 11000 x g 20° y el P3 correspondid a la
fraccion mitocondrial enriquecida descartandose el S3.

Por otro lado el S2 se centrifugd a 25000 x g por 30’ rindiendo una

fraccibn microsomal (P4).

Ensayos hormonales:

Se midi6 el efecto de drogas que actuan sobre los RP-BZDs sobre 1la
produccitn de esteroides in vitro, en suspensiones de células
intersticiales testiculares purificadas por colagenizacion de
testiculo decapsulado (183). Para ello se resuspendieron las células
en un medio 199 y se incubaron a diferentes tiempos y condiciones
deseadas. La concentraci6tn de testosterona en el medio de incubacion
fue medida por radioinmunoensayo (98). No habia reaccidn cruzada en
el RIA en presencia de BZDs.

Por otro lado también se dosaron por RIA LH y Testosterona

plasmatica.
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Ensayo de fijacion especifica de SH-RO 5-4864:

Las membranas preparadas como se indico anteriormente, fueron
posteriormente utilizadas en ensayos de fijaciébn de radioligandos.
Las fracciones subcelulares que correspondieran se descongelaron vy
luego fueron resuspendidas en buffer Tris—-ClH pH 7,3, 25 mM a una
concentraciétn final de 100 pg de proteina por cada ml de volumen
incubacion.

Los sitios de fijacién de BZIDs de tipo periférico fueron medidos
usando H-RO 5-4864 (89,3 Ci/mmol, New England Nuclear).

Se realizaron experimentos de 2 hs a 5°C, condiciones de equilibrio
para este sistema, en un volumen final de 1 ml.

La fijacion no especifica se midid en presencia de 10-°M RO 5-4864 o
PK 11195 vy répresentb alrededor del 25% del total. Los ensayos
fueron finalizados por diluciétn con buffer frio e inmediata
filtracion, utilizando filtros de fibra de vidrio Whatman GF/B en
una trampa de vacio adecuada y los filtros fueron posteriormente
lavados 3 veces con 5 ml de buffer Tris. Por ultimo 1los filtros
fueron secados a 100 °C en una estufa Kotterman durante 1 b y la
radioactividad fue medida en un contador de centelleo liquido Tracor
luego de sumergir 1los filtros en 5 ml de soluci6on de centelleo
(PPO-Tolueno S g/1) y agitarlos durante 1° en viales de vidrio
libres de potasio.

La eficiencia de conteo, en promedio, fue del 40%.



a) Curvas de saturacion:

Se 1incubaron las membranas en las condiciones ya descriptas, con
concentraciones crecientes de droga radiocactiva en un rango que va
entre 0,2 vy 13 nM. La concentraci6n de proteinas en el ensayo se
mantuvo constante.

Luego se construyé 1la curva, graficandose en abscisas la
concentraciéon de ligando 1libre y en 1la ordenada la cantidad de

ligando unido al receptor.

b) Curvas de desplazamiento:

En estos experimentos también se mantuvo invariable la cantidad de
proteinas en cada punto ensayado, pero la concentraciéon de droga
radiocactiva en este caso es una constante, que por 1o general se
encuentra en el orden de la Kd (0,5x Kd), ya que debe asequrarse que
el sistema no se encuentre en condiciones de saturaci6tn. La
concentracion de droga fria varia entre aproximadamente 10-2°”y 10—3
M.

Se realiz6 una grafica semilogaritmica standard dosis-respuesta,
esto es: graficando el logaritmo de la concentraciéon de la droga
fria en abscisa versus el porcentaje del ligando unido en 1la
ordenada, tomando en este Ultimo caso como referencia (1002) a la
cantidad de ligando unido especificamente al receptor a la

concentracion de radiocactivo dada.
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Analisis de los resultados:s

Caédlculos:

Los resultados obtenidos en cpm fueron transformados a dpm teniendo

en cuenta la eficiencia del conteo.

cpm

Ef =

x 100

dpm

Luego se calcula a que numero de moles (fmoles) corresponden las dpm
obtenidas. Para ello se construye una curva de eficiencia de conteo
con standards de actividad especifica conocida contados en el mismo

aparato.

dpm

fmol =

AE x 2,23

Por Gltimo se expresan los resultados en fmoles de droga radioactiva
unida por mg de proteina y se construyen las curvas que

correspondan.

-5T_



JTransformaciobn de Scatchard:

La ecuaci6bn de Scatchard (233), transforma la hipérbola obtenida en

las curvas de saturaciéotn en una recta.

B 1 Bmax

En esta ecuacitn B/F representa la relaciotn entre la cantidad de
ligando radioactivo unido especi{ficamente al receptor y la
concentracion de ligando libre luego de la incubaciotn. En tanto que
Kd es la constante de disociaci6tn, y es inversamente proporcional a

la afinidad aparente.

Experimentos de inhibici6tn (desplazamiento):

De la ecuacidtn de Scatchard y las condiciones de equilibrio
facilmente puede deducirse 1la relaci6tn entre ICen Yy Ki. Por
definicion ICes s la concentracion de droga fria que desplaza el

507 de la fijacion total especifica.

ICen

Ki=

1 + F/Kd

Un caso especial de experimento de inhibici6tn se da cuando el
ligando no marcado es el mismo que el radioligando usado. En este
caso la afinidad de las dos formas del ligando es la misma, entonces
Ki es idéntica a Kd.
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Criterios qgenerales para la identificacién de receptores:

A pesar de que el perfeccionamiento de las técnicas de fijacion de
radioligandos, en los afios *70, los convirtié en ensayos
relativamente faciles de 1llevar a cabo, el analisis de los
resultados siempre fue objeto de controversias. Por esta razéon fue
necesario establecer criterios que al cumplirse ayuden a la
identificacitn de sitios receptores.

El mayor problema de interpretacitn en cualquier estudio de fijacion
es identificar al sitio que est4a siendo caracterizado, como un
receptor propiamente dicho. La propiedad que define a un sitio de
fijacibn como receptor es su asociaci6tn a una funciotn determinada.
Solo puede ser llamado receptor un sitio que estd acoplado a una
respuesta (activaci6otn o bloqueo). Por 1o tanto es imposible
identificarlo solo por ensayos de fijaciotn, estas mediciones deben
estar siempre correlacionadas con estudios bioquimicos,
electrofisiolédgicos, y conductuales, preferiblemente ensayados en el
mismo tejido donde ha sido hecha la caracterizacién por ensayo de
fijacion.

Algunas de las condiciones mas relevantes a cumplir por estos sitios
son: saturabilidad, reversibilidad de interacciéon, numero finito vy
limitado de sitios calculados, distribucién tisular y subcelular
acorde a su funciotn, esteroespecificidad, dependencia de la
temperatura y el pH, alta afinidad en 1la fijaci6on, vy lo mas
importante de todo, su compromiso en el disparo de wuna respuesta
determinada. En el caso de que esto se cumpla, debe existir cierta
correlacion entre la afinidad de la droga en la interacciéon in vitro

con su potencia farmacolobgica observada in vivo.
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Determinacion de la concentracion de proteinas por

espectrofotometria:

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizé6 segun
el método de Lowry (210), Esta mediciétn da una idea de la cantidad de
receptor puesta en cada ensayo, Qque sera proporcional a la
concentracion de proteinas Yy también permite controlar 1la

reproducibilidad de los experimentos.

Protocolo: Se colocan en todos los tubos sucesivamente los
siguientes reactivos (la reacciotn se lleva a cabo a temperatura
ambiente): NaOH iIN, 100 ul, 15°. Soluciotn de COsNax 27 + Tartrato de
cobre en relacio6on 50:1, 1 ml 10°.

Reactivo de Folin Ciocalteau (Merck) diluido al medio 100 ul, 30°'.
El volumen final de incubacién es de 1 ml.

Finalizada la reaccion se mide 1la densidad oOptica en un
espectrofotometro Metrolab 325, a 750 nm en cubas de vidrio o
cuarzo. Se realizan blancos (solo los reactivos) y se lee contra
éstos la densidad 6ptica de 1las diluciones correspondientes. Una
curva standard de proteina, preparada con seroalbﬁmina bovina
(Sigma) disuelta en agua bidestilada a una concentraci6tn de 1 mg/ml,
es usada como referencia tomando como puntos de 1la curva
10-20-40-60-80 y 100 ug de proteina, en duplicado, que representan
10-20-40-60-80 y 100 wul de 1la solucion de BSA. Paralelamente se
hacen diluciones apropiadas de 1la preparaciétn de membranas cuya
concentracion de proteinas es desconocida y se las ensaya por
triplicado. La curva patron de proteinas (BSA) se linealiza en una
calculadora Hewlett-Packard HP 41 CV y con la recta resultante de la
regresion lineal se obtienen 1los valores de las concentraciones
incbgnita por interpolacioén.
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Tratamientos:

Stress aqudo:

Ratas de la cepa Wistar de ambos sexos que pesaban entre 200 y 250 g
fueron forzadas a nadar en grupos de 6 a 8 en una pileta de 60 x 40
x 30 cm con agua a 18 * 1°C como ha sido previamente descripto por
Medina y col. 1983. Luego de 15 minutos, en el pico de stress, las
ratas fueron decapitadas y sus cerebros, bulbos olfatorios,
corazones y riflones fueron rapidamente removidos, puestos en hielo y
las cortezas cerebrales fueron disecadas.

Estos tejidos posteriormente se procesaron de acuerdo a lo
anteriormente citado para la obtencitn de las correspondientes

fracciones crudas mitocondriales.

JTratamiento crénico con BZDs:

Se hicieron inyecciones de distintas BZDs, Diazepam (3 mg/Kg), RO
5-4864 (3 mg/Kg), Clonazepam (3 mg/Kg) y Flunitrazepam (3 mg/Kg), u
otros compuestos de interés para nuestro modelo de estudio, durante
un cierto tiempo dependiendo del protocolo experimental. hl dia
siguiente a la ultima inyeccibn se sacrificaron los animales con
guillotina y se removieron 1los Organos para efectuar el ensayo

bioquimico.



Tratamiento con BC-PS y in vivo:

Ratas adultas de la cepa Wistar que pesaban entre 180-200 g fueron
usadas para los experimentos in vivo.

Con Fosfatidilserina (BC-PS) de cerebro bovino (Fidia Research
Laboratories) se produjeron liposomas suspendiendo 10 mg de los
fosfolipidos en 2 ml de buffer 50 mM Tris HCl, pH 7.5, bajo
atmbsfera de N- para evitar su oxidaci6on. La suspension fue mezclada
en un vortex y luego sonicada en un sonicador de inmersion Kerry por
8 wminutos. Con este tratamiento la suspensiétn lechosa se vuelve
transparente siendo indicativo de la correspondiente formaci6bn de
los liposomas.

Las ratas se dividieron al azar en tres grupos: las ratas del grupo
1 fueron usadas como controles y recibfan diariamente inyecciones
intraperitoneales (i.p) de 0.5 ml de salina por S5 dias.

Las ratas del grupo 2 se inyectaron i.p. con liposomas de BC-PS (13
mg/kg/dia). Al sexto dia las ratas fueron sacrificadas.

Despues de 1la decapitacién los cerebros fueron rapidamente
removidos, puestos sobre hielo y las cortezas cerebrales y cerebelos
disecados. Estas estructuras se procesaron segun se explicé

anteriormente para los ensayos de fijacién.
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Aislamiento y purificaciéon de moduladores endogenos del RP-BID3

Se realizaron extracciones de tejidos de ratas previamente
perfundidos, los extractos obtenidos se sometieron a distintos pasos
de purificacion y luego fueron testeados en su habilidad para
interactuar con RP-BZIDs.

La figura 4 muestra el protocolo de extraccion y purificacion
parcial de las fracciones activas en el desplazamiento de la
fijacion especifica del agonista marcado =H-RO 35-4864. Pazo Y
Glandula Harderiana de ratas fueron elegidos como fuente de
compuestos activos debido principalmente a reportes anteriores vy a
su alto contenido en porfirinas. Los mismos fueron homogeneizados
con un homogeneizador del tipo Polytr6on durante 30" en 10 vol de
MeOH/1M HC1l 95:5 como solvente de extraccion. Luego se realizdéd una
purificaciébn parcial de los sobrenadantes que resultan de dos
centrifugaciones (ver figura) vy una dilucioén por cinco en Hx0, en
minicolumnas Sep—-pak C,e Waters Millipore, utilizando_como solvente
de eluciétn acetonitrilo (ACN)/H:0 en porcentaje creciente de ACN
(10-100%). La fraccion retenida en el cartridge C,e fue eluida con
MeOH / H=*, luego evaporada en un Speed Vac concentrator Savant a
10°C, y finalmente sembrada y cromatografiada en una placa delgada
(TLC) en silicagel utilizando como solvente de corrida una mezcla de
composicion lutidina/H=0 10:3. De aqui fueron recogidas dos
fracciones de diferente movilidad (1 y 2) y con ellas se realizaron
los ensayos de desplazamiento e inhibicién,

Las fracciones que posefan actividad de desplazamiento fueron
posteriormente sometidas a un segundo paso de purificacion por
cromatografia de capa delgada, en silicagel usando como solvente de
corrida cloroformo/metanol 1:1, vy se compararon los Rfs con
standards de porfirinas comerciales.

-59-—



Finalmente se testearon las fracciones en su habilidad para competir
con el agonista marcado de alta afinidad, en un ensayo de

desplazamiento del radioligando.

HOMOGENATO

Figh /l\

Snd Pellet

N

Snd Pellet

dilucion Sx ¢/ H,0

qlb Sep-pak Ci

evap

== — oo

Analisis de los datos y Estadistica:

Se calculé 1la media, error standard y varianza de los parametros
analizados, y cuando fue necesario verificar si existian diferencias
entre grupos controles y tratados se utiliz6 un test "t" de Student
para la diferencia de medias observandose si las diferencias

encontradas eran significativas.

Los resultados de 1los experimentos de fijacion de radioligandos
fueron analizados utilizando un programa de ajuste por cuadrados
minimos no lineal 1lamado EBDA, para un unico tipo de sitio de
fijacibn, cuya teori{ia ha sido revisada en detalle por Munson vy
Rodbard 1980 vy adaptado a una computadora IBM-PC (184 y 185). La
significacién estadistica se determin6é por un test de t.
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Resultados



Caracterizacion de los receptores perifericos

de Benzodiazepinas



a) Caracterizacion de los RP-BZIDs:

1) Estudio de los parametros de fijaciétn especifica de SH-RO 5-4864;

Como paso previo al estudio de diversos aspectos de la regulacion de
los receptores a BZDs de tipo periférico se procedi6 a caracterizar
a estos sitios por técnicas de fijaci6bn de radioligandos a membranas
de diferentes tejidos, utilizando el agonista marcado 3H-RO 5-4864.
Como resultado de estos experimentos en todos los tejidos estudiados
se obtuvo una poblaci6tn homogénea y finita de sitios de fijacion
saturables y que mostraban una interaccion de caréacter reversible,
pues se podia desplazar en presencia de RO 5-4864 y PK 11195,

En forma general se encontré que los parametros de afinidad y
densidad de sitios de fijaciébn estaban de acuerdo con la

bibliografia existente.

A modo de ejemplo se muestra en la figura 5 un experimento tipico
realizado en membranas de rifibn de rata, en donde el numero de
sitios receptores calculado como el Bmax y la afinidad aparente de
tales sitios, Kd, fueron de 9.3 pmol/mg prot y 4 nM respectivamente,
La figura 6 muestra el perfil de desplazamiento encontrado en estas
condiciones, utilizando diferentes BZDs, pudiendo verse que
presentan un rango variado de potencia farmacolégica.

ICao: RO= 4,00 nM, PK= 4.34 nM, DZI= 42 nM, FNZI= 270 nM y CLO= >
1 mM.

La caracterizaciotn de estos parametros en otros tejidos sera

presentado oportunamente en distintos ifitems de la presente tesis.
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2) Influencia de iones inorganicos y lipidos en la interaccion

ligando-receptor:

Han sido descriptos diferentes tipos de modulaciéon por iones
inorgéanicos en las interacciones ligando-receptor.

Esta regulaci6tn itnica en muchos casos puede ser importante para las
acciones de neurotransmisores, hormonas y farmacos. Por ejemplo los
aniones tienen efecto sobre las propiedades de reconocimiento en el
receptor de glicina vy de GABA, y algunos cationes son importantes
para el caso de receptores a opiaceos y aminas bidgenas (166 a 169 vy
186 y 187).

Los receptores a BZDs de tipo central también son influenciados por
iones. Diferentes aniones estimulan la fijaciétn de agonista con
eficacias disimiles y ademas son importantes en la actividad
potenciadora alostérica de las BZIDs sobre la neurotransmisién
GABAérgica. Algunos cationes: divalentes, como el Ca=* muestran el
mismo efecto vy poseen sitios independientes (propios) de
reconocimiento. Se sugiere la acciétn del K*, Na*,Ca=* y algunos
otros cationes divalentes como agentes regquladores de este tipo con
diferentes caracteristicas y eficacias en su accioéon (cita). En vista
de la vasta diversidad estructural encontrada para 1los RC-BZDs se
hace evidente que tal modulaciétn puede variar dependiendo del
subtipo de receptor.

Contrariamente al RC-BZD el RP-BZD no es modulable por Cl- (39), vy
otros iones inorganicos como F~, S04%~ y K* no tienen efecto sobre
la fijacion de SH-RO 5-4864.

En el presente trabajo se analiz6 el efecto del calcio y otros
cationes divalentes como manganeso, cobalto y magnesio, sobre la

interaccion del RO 5-4864 con el RP-BZD.
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Ademas al formar parte de la membrana celular y en algunos casos
constituir un microambiente, muchas veces los lipidos son
importantes para 1la funcitn normal de la proteina receptora,
fundamentalmente debido a su ubicacion en intima relaci6on con ella.
Por otra parte, la activacion celular posterior a la ocupacion de
receptores de membrana, en muchos casos puede estar asociada con
reacciones metabdlicas donde los fosfolipidos se encuentran
involucrados pudiendo desencadenar fenbmenos de seffalizacién
intracelular.

Es decir, tenemos por un lado diversos fosfolipidos que,
fundamentalmente por su ubicaciétn en la membrana, son importantes
para el receptor desde un punto de vista exclusivamente estructural.
En cambio otros originandose por pasos metabdblico-regulatorios
desempefilan funciones de otro tipo, que pueden. tener relevancia
fisiolbgica por ejemplo modulando la funcién de receptores u otras
proteinas debido a fentmenos de seflalizacidon quimica intracelular.
Por todo ello se analiz6 el efecto de algunos lipidos sobre los

RP-BZDs.



Resul tados:
a) Interacciébn ibnicas

La figura 7 muestra el efecto del CaZ* sobre la fijacion de >H-RO
5-4864 (0.6 nM) a membranas de una fracciotn mitocondrial cruda de
rifbn de rata. Las barras indican el porcentaje de unién con
respecto al control, para concentraciones crecientes de CaClz, en
membranas preincubadas a 37°C durante 30 minutos. Los porcentajes de

inhibicién fueron respectivamente:

Z1: Ca=* 10uM= 5,83 * 2,19 % (n=11), Ca=2* 100puM= 17,125 * 3,95 %
(n=8), Ca=2* 1mM= 42,72 =+ 1,87 7% (n=11), Ca=* 10mM= 69,0 * 4,88 %
(n=4).
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Para que tenga lugar una disminucién en la fijacion del agonista,
fue imprescindible 1a preincubacién a 37°C ya que los experimentos
realizados sin este tratamiento no mostraron diferencias
significativas con respecto a los controles que habian sido llevados
a cabo en ausencia de la sal, 1la preincubacidon fue realizada en
todos los casos durante 30 min debido a que a este tiempo se
alcanzaba un plateau de inhibicién.

En la figura 8 se puede ver que el quelante de Ca=*, EGTA (1 mM)

previene dicha caida.

En la figura 9 puede verse el efecto de diferentes cationes
divalentes sobre la fijaciotn de SH-RO 85-4864 (0.6 nM) a una fraccibn
de membranas mitocondriales crudas de riftbn de rata previamente
incubada a 37°C por 30 min en presencia vy ausencia de cationes
divalentes en una concentracion de 1 mM.

Los porcentajes de cafda en la fijacion especifica de “H-RO 5-4864

con respecto al control para los diferentes iones fueron:

%1: Ca=+= 42.72 *+ 1.87 % (n=11), Mg=*= 8.498 * 4.46 7%~ (n=5), Ba=*=
19 % 3.21 % (n=5), Cd=*= 26.716 * 8.00 % (n=5) y Co="= 31.09 * 7.23

Z (n=5).
Las barras indican el porcentaje de uniébn con respecto al control.

Los experimentos realizados sin preincubaciéon resultan en todos_ los

casos idénticos al control.
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Para caracterizar el tipo de interacci6tn observada en presencia

Ca** se realizaron curvas de desplazamiento (Figura 10) de “H-

5-4864 (0.6 nM). Los compuestos wutilizados para competir por
union del agonista marcado fueron RO 5-4864 y PK 11195.
Los experimentos fueron llevados a cabo en presencia y ausencia

una concentracion 1 mM CaClx. Cada punto de la curva representa

de

RO

la

de

el

promedio de cinco ensayos. Cabe recordar que aniones como Cl— y S04~

no tienen efecto sobre la fijacién.
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De 1la figura 10 puede establecerse que la inhibicién observada en
presencia de Ca=* se debe a un cambio en la afinidad del RP-BZD por
el agonista RO 5-4864, wmientras que permanece sin cambios la

afinidad por el antagonista PK 11195.

ICss control RO 5: 3nM vs. ICso Ca=* RO 5: 40nM.

La tabla 6 muestra los resultados del andlisis de Scatchard de las

curvas de saturacion de 3H-RO 5-4864 en presencia y ausencia de Ca=z~

1 mM en donde se evidencia el cambio de la afinidad aparente de los

RP-BZDs como resultado de la preincubacién.

TABLA 6:

Control Ca 1 mM

Bmax | 7280 ¢ 860 7588 * 978
(ol

Kd \ 488 0.55 7.07 £ 1.00
(nM

(n=4)



En 1la figura 11 puede verse el efecto de la calmodulina (CaM) sobre
la fijaci6on de SH-RO 5-4864 (0.6 nM) a membranas mitocondriales
crudas de rifibn de rata. Las barras indican el porcentaje de union
con respecto al control, sin CaM.

Los experimentos se realizaron preincubando las membranas por 30 min
a 37°C solo con CaM (0.6 puM) o CaM en presencia de Ca=2* 100 pM o 1
mM.

Los porcentajes de inhibiciéon fuerons

%.1: CaM= 18.20 * 3.72 (n=5), CaM+Ca=*100puM= 24.33 * B8.13 (n=6) vy

CaM+Ca=+imM= 59.20 * 4.21 (n=5).

El bloqueante de iones K* tetraetilamonio (TEA= 20%) no tiene
actividad inhibitoria sobre la fijaciéon de 3SH-RO 5-4864.
Z1: 3.5 * 0.24 /% (n=3).
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Conclusiones:

Sobre los experimentos de interaccion iénica puede concluirse que el
Ca=* disminuye la fijacién del agonista 3H-RO 5-4864 al RP-BZD. Este
efecto depende de la temperatura, del tiempo de preincubacién y de
la concentracién de CaClx presente en el ensayo. La inhibicién se
debe a una cafda de la afinidad por el receptor y se previene
incubando con EGTA. La afinidad del antagonista PK 11195 no es
afectada por el mismo tratamiento.

Otros cationes divalentes muestran un comportamiento similar que el
Ca=*, tal es el caso del Co=* y el Cd=*, en tanto que Mg=* y Ba=* no
parecen afectar la fijacion de SH-RO 5-4864.

No es posible por el momento proponer mecanismos por los cuales
estos cationes producen dichos efectos. Tampoco es posible
correlacionar estos resul tados en base a las propiedades
farmacolégicas conocidas de diferentes canales de calcio. Sin
embargo puede afirmarse que 1los RP-BZIDs difieren marcadamente en
este aspecto con respecto a 1los RC-BZDs (la modulaciéon de su
actividad por iones es un tema que fue minuciosamente ‘estudiado en
este tipo de receptor). En los RC-BZDs el CaClz provoca un aumento
de 1la fijaciotn del agonista PH-FNZ siendo a la vez este efecto
independiente de la preincubacién.

El hecho de que para los RP-BZDs la omisién de la preincubaciodn no
permite obtener inhibicién significativa puede sugerir un posible
paso enzimatico mediando el efecto observado.

El efecto inhibitorio de CaM parece ser de naturaleza independiente
de aquel observado en la preincubacion con Ca=* ya que muestran
aditividad.

La demostraciotn de que el *H-RO 5-4864 se une a la CaM (159) podria

hacer sostener que en realidad la inhibici6n de CaM de la fijacion
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de H-RO 5-4864 se debe a una competencia de CaM con el RP-BZD. La
baja afinidad de 1la CaM por el SH-RO 5-4864 (644 NM) y la baja
concentracion de CaM utilizada en nuestros ensayos nos hacen creer
en la existencia de un mecanismo distinto involucrado. En el caso de
la CaM, como antes para el Ca=*, es necesaria la preincubacién de
las membranas para observar 1la inhibicion. También aquf entonces
puede sugerirse algun paso de naturaleza enzimdtica mediando la
interaccion.

Las curvas de saturacion de “H-RO 5-4864 en presencia y ausencia de
imM Ca=+ analizadas por Scatchard sugieren que este catidbn provoca
una disminucién en la afinidad aparente para el agonista, y las
curvas de desplazamiento de la fijaciéon de SH-RO 5-4864 revelan
ademas de la disminucion de 1a afinidad para el el agonista RO
5-48464, que no ocurren cambios de afinidad para el antagonista PK
11195.

En conclusi6btn el Ca2* produce una disminuciétn, concentracion y

temperatura dependiente, de la afinidad de los agonistas del RP-BZD.



b) Interaccion con lipidos:

Los receptores son proteinas intrinsecas de membrana embebidas en
una matriz fosfolipidica. Este ambiente lipidico se asume que es
importante para la regulacitn de la interaccién ligando-receptor;
esto es, los eventos moleculares iniciados por el neurotransmisor o
la hormona pueden ser sensible a la composicion lipidica de 1la
membrana.

Cuando se inyectan fosfolipidos (PLs) en forma de liposomas a
animales, pueden ejercer una acciotn directa sobre las proteinas
receptoras u originar derivados de vida media corta 1llamados
endocoides (188) que poseen poderosas acciones farmacolbgicas.

De los varios fosfolipidos presentes en las membranas, aquellos que
estan negativamente cargados como los fosfolipidos de serina o
inositol, pueden jugar un rol importante en 1la produccion de
endocoides a través de la acciéon de fosfolipasas.

Los efectos farmacolodgicos de la fosfatidilserina (PS) han sido
ampliamente descriptos por Bruni y col.(189). Este PL se encuentra
normalmente en la cara interna de la membranma plasmética en una
posiciébn oculta; sin embargo, si se expone a la hemimembrana externa
puede hacerse activo produciendo lisoderivados por accion de la
fosfolipasa A=z. Este derivado llamado liso PS es soluble y puede ser
muy activo transmitiendo seffales a células blanco:

El presente estudio intentd estudiar la accion de PS extrafida de
corteza cerebral bovina sobre 1los RP-BZDs despueés de una
administracién créonica por inyecciones en forma de liposomas.

Cuando estos PLs acidicos son inyectados en ratas producen muchos
cambios en el metabolismo del SNC y en el comportamiento del animal.
Esta demostrado que la PS incrementa el recambio de noradrenalina en
el hipotalamo (190) y 1la liberaci6tn de acetilcolina en corteza
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cerebral (191), antagoniza 1los efectos de escopolamina sobre la
actividad electroencefalografica (192), revierte los efectos
amnésicos causados por escopolamina, etc. Muchos de estos efectos
pueden ser debidos a cambios en la regulaciéon de 1los receptores a
neurotransmisores; al presente sin embargo, estos estudios se hayan
en etapa experimental in vitro e in vivo.

Por otra parte es conocido el efecto del colesterol sobre la fluidez
de las membranas biolégicas y su consabida acciédon sobre la funcién
de proteinas integrales, y en particular 1los receptores. Ademas,
debido al probable papel de los RP-BZD en el aporte de colesterol a
las enzimas mitocondriales (172) decidimos estudiar el efecto del
mismo sobre el reconocimiento del agonista RO 5-4864 en el RP-BZID.
También se estudio el efecto del Acido araquidonico sobre los RP-BZID
en virtud de su presencia en fentmenos requlatorios de eventos que

involucran receptores y mensajes quimicos celulares (193).

Resul tados:

La inyecci6on de PS produjo cambios significativos en la fijacion de
3H-Flunitrazepam (8 nM), aqgonista benzodiazepinico central en
corteza cerebral, y no se observaron cambios en el cerebelo.

Corteza cerebral= control: 1078 * 36 fmol/mg prot, PS: 1414 * 75
fmol/mg prot; Cerebelo= controls 472 * 34 fmol/mg prot, PS: 483 * 55
fmol/mg prot (n=12).

El analisis de Scatchard de las curvas de saturacion (®H-Flu: 0.6-8

nM) reveld un incremento en la Bmax del 587 en los animales

tratados.



El efecto de la PS es especifico para los RC-BZD ya que la fijacio6n
de SH-RO 5-4864 a membranas mitocondriales no muestra diferencias
por el tratamiento ni en corteza cerebral, ni en cerebelo.

Corteza cerebral= control: 0.92 * 0.13 fmol/mg prot, PS: 0.98 * 0.09
fmol/mg prot; Cerebelo= control: 0.427 * 0.024 fmol/mg prot, PS:

0.433 + 0.021 fmol/mg prot (n= 5).

Por otra parte se realizaron experimentos de fijaci6on de “H-RO
5-4864 en presencia de colesterol. Los resultados de los mismos
muestran una leve tendencia inhibitoria_  solo a altas
concentraciones.

Colesterol= 10-4M: 0%, 107®M: 3%, 109+ =O®.3%.

La figura 12 muestra el efecto del A&cido araquidénico sobre la
fijacion del agonista periférico H-RO 5-4864.

Los RP-BZD no son sensibles a las bajas concentraciones
encontrandose una caida significativa en la fijacién de ligando a

AA: 10—°M de aproximadamente el 50%X.

La tabla 7 resume los resultados del estudio de los parametros de
fijacion del RP-BZID en presencia y ausencia de AA 10-“M demostrando
que tal inhibiciébn es por causa de una disminucién de la afinidad

por el radioligando.
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control AA 10-4 M
Bmax 542 * 1.07 468 * 1.13
Kd 2.22 4,78
(n-ai

( pmol fmg0)

(nt)




Conclusiones:

Es conocida la importancia de los PLs de las biomembranas en la
neurotransmision y fenomenos de membrana tales como el mantenimiento
de los gradientes i6nicos, conduccion eléctrica, almacenado
liberacion y uptake de neurotransmisores, exposicion de receptores y
acoplamiento a sistemas de segundos mensajeros.

Un gran numero de evidencias experimentales sugieren que PS muestra
una variedad de propiedades requlatorias de membrana y algunas de
ellas pueden ser beneficiosas desde el punto de vista terapéutico
como por ejemplo en el envejecimiento celular. La fosfatidilserina
(PS), un fosfolipido anibnico abundante en células eucariotes, es
también un precursor de compuestos modulatorios de membrana. PS
rinde un lisoderivado activo capaz de atravesar las membranas
celulares con mayor facilidad que la PS en liposomas. Liso PS, el
derivado deacilado de PS, también muestra como la PS alta actividad
farmacolébgica cuando es administrado por inyeccidn en ratones o
ratas. Estas propiedades se cree que es la razon principal para la
alta distribucion de PS en membranas celulares de los organismos.
Diferentes proporciones de PS se encontraron en distintos tejidos.
Dado que PS es constituyente de la mielina se encuentra en cantidad
en el tejido nervioso.

La PS y liso PS modulan la fijacion de ligandos benzodiazepinicos
centrales al receptor de GABA/BZDs. Alteraciones de la conformacion
tridimensional y de la movilidad lateral en la bicapa fosfolipidica
podrian se responsables de tales modificaciones. (194 a 196). Por el
contrario los RP-BZDs se muestran insensibles al tratamiento con PS

a la misma dosis.



Por otra parte los derivados de la accion de la fosfolipasa C como
el &4cido araquidonico requlan la interaccion ligando RP-BZID por un
mecanismo no conocido. Una disminuci6én significativa de la afinidad
por el agonista pudo observarse en estos ensayos.

El colesterol a diferencia de otros compuestos de naturaleza
lipidica como los &cidos grasos, o alcoholes de otro tipo como los
alifaticos, que ha sido demostrado inhiben con distinta eficacia 1la
fijacion de FH-RO 5-4864 (197), no afecta significativamente las
propiedades de interacci6tn de 1los RP-BZDs. Estos resultados son
coherentes con las evidencias previas debido a que existe una gran
correlacion entre la potencia inhibitoria de los lipidos y el grado
de insaturaciones, y es sabido que el grado de insaturaéibn lipidica
tiende a incrementar la fluidez de membrana, mientras que el
colesterol posee un efecto opuesto sobre las propiedades de

membrana.



3) Sustancias que interaccionan o wmodifican las propiedades del

RP-BZD:

Como se bha visto, los receptores a hormonas y neurotransmisores en
general, y los receptores a benzodiazepinas en forma particular
pueden ser influenciados en su funcionamiento por diferentes drogas.
En muchos casos por este motivo se los ha elegido como blanco para
el estudio de los mecanismos de accion de diversos compuestos. Una
vasta lista de compuestos quimicos bhan sido utilizados para estudiar
el efecto que poseen sobre los RC-BZDs.

Como muestra la fiqQura 2 de la introduccién, compuestos de diversa
naturaleza quimica muestran efectos distintos sobre la funcionalidad
del complejo receptor de GABA/BZIDs. Las diferencias estructurales a
lo largo de la serie de compuestos confieren propiedades diversas de
modulaci6n alostérica en la macromolécula receptora.

En los RP-BZDs no se ha realizado un analisis tan detallado de la
accion de diferentes drogas no solo por su descubrimiento méas
reciente sino también por el desconocimiento de su estructura
molecular y ademas por no estar intimamente aclarada 1la respuesta
biol6gica mediada por los mismos (temas que estd siendo analizados
actualmente en diferentes laboratorios).

De todas maneras fueron descriptos efectos de algunas drogas sobre
los RP-BZDs en distintos modelos experimentales encontrandose
incluso algunas que modulaban 1los parametros de fijacion del
agonista marcado >H-RO 5-4864 como es el caso de la lidocaina,
insecticidas piretroides, octanoato de sodio, fenol, DIDS,

nifedipina, etc. (198 a 202).

Debido a lo anteriormente citado uno de los aspectos encarados en
este trabajo de tesis se relaciona con el anélisis de la posible



regulacion de los sitios de reconocimiento de BZIDs periféricas por
drogas, farmacos u otras sustancias Qque revisten algun tipo de

interés farmacolodgico.

a) Influencia del Etanol sobre las propiedades del RP-BZID»

El etanol (EtOH) es el agente psicoactivo mas antiguo vy mas
comunmente usado. Se ha descripto que el EtOH comparte muchos de los
efectos farmacoltgicos de las BZDs a nivel central y son campo de un
intenso estudio sus mecanismos de accién en relaci6tn a estas drogas
(203 a 209).

Se s®sabe que el EtOH, como las BZDs y los barbituricos, potencia la
neurotransmision GABAérgica por aumento en el flujo de Cl— a traveés
del complejo receptor de GABA-BZDs pero no estid claro su efecto a
nivel de receptores de BZDs de tipo perifeéerico.

Este complejo receptor provee a la aproximacion reduccionista de un
sistema mas o0 menos “"simple" para el estudio de similaridades y
diferencias en las acciones de estas drogas con efectos sobre el
sistema nervioso.

Las acciones de BZDs y barbitaricos han sido estudiadas extensamente
durante la década pasada tal cual hemos visto, pero 1los estudios
relacionados con las acciones del etanol sobre el sistema nervioso
en general y sobre los receptores benzodiazepinicos en particular
son mucho mas recientes y menos numerosos y el mecanismo preciso por
el cual el etanol lleva a cabo sus acciones sobre estos receptores
es un tema que todavia permanece en gran parte sin aclarar.

Un motivo por el cual las descripciones de las acciones del etanol a
nivel de los RC-BZDs en muchos casos no han sido coincidentes puede
ser la heterogeneidad observada para los receptores de GABA/BZID; de

esta manera, isoformas del receptor que serfan sensibles al etanol
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coexistirfian con otras insensibles contribuyendo entonces a
enmascarar la respuesta medida (209 a 212).

Debido al desconocimiento del efecto del etanol sobre los RP-BZDs se
han realizado una sefie de experimentos en este sentido estudiando

la accibn del EtOH in vitro en distintos tejidos.

Resul tados:

La figura 13 muestra el efecto de la concentraci6tn de EtOH sobre 1la
fijacion de “H-RO 5-4864 a membranas de rifibn de rata (ICeno

aproximadamente 230 mM).

En la figura 14 puede apreciarse el mismo perfil, pero en membranas

de corteza cerebral (ICen= 620 mM).

‘\-—-\‘843

100 (n=9)
80}
60
40
20Fr
0

c 88 170 340 510

(EtOH] (mM)
- e o




El gréafico de Scatchard de la figura 15 muestra el efecto del EtOH
sobre los parametros de la fijaciébn en riftéon, realizando el
experimento a una concentracibn de EtOH correspondiente a 170 mM.
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Conclusiones:

El EtOH muestra un efecto inhibitorio in vitro, sobre la fijacién de
agonista TH-RO 5-4864 tanto en membranas mitocondriales crudas de
riffbn como en las de corteza cerebral. Aunque estos tejidos exhiben
una sensibilidad diferencial, ya que el EtOH es aproximadamente
cinco veces mas potente a nivel del RP-BZD con respecto al RC-BZD
(ICaw rifibn= 230 mM vs. ICan Cx= 620 mM).

La inhibici6bn de la fijacion de H-RO 5-4864 en corteza cerebral por
E tOH (ICan= 620 mM) difiere marcadamente de los resultados
observados para los RC-BZDs donde se alcanza una disminuciétn de la
fijacion de BZDs al RC-BZD de alrededor "del 507 con una
concentracion de EtOH de aproximadamente entre 15 y 50 mM.

Como se vi6b anteriormente el etanol ejerce una modulacién de tipo
alostérica en los receptores a BZDs de tipo central (estimulacion
del flujo de Cl—) (204), para el caso de los RP-BID se obtiene una
inhibiciotn debida a una disminucidén de la afinidad aparente del

receptor por su radioligando agonista.



b) Influencia de compuestos de origen natural sobre los RP-BiZIDs:

Flavonoides:

Han sido descubiertos muchos compuestos de origen natural no
relacionados estructuralmente con las BZDs, que interactuan con los
receptores de GABA/BIDs.

Muscimol, un potente agonista del receptor de GABA es sintetizado en
el hongo Amanita muscaria por decarboxilacion del Acido iboténicoj
el alcaloide convulsivante bicuculina antagonista del GABA fue
extraido de wuna especie de Cordyalis; la picrotoxina una droga
convulsivante que inhibe la funciotn del canal de cloruro asociado al
receptor BZD central se obtuvo de semillas de Anamirta cocculus;
avermectina B,a. un producto antelmintico que modula el binding de
GABA y BZDs a sus receptores se aisl® de Streptomyces avermitilis.
Amentoflavona, un flavonoide natural fue 1la primer sustancia
descripta con alta afinidad por el receptor Benzodiazepinico de
cerebro que no contiene nitrégeno en su estructura quimica. Su
afinidad es comparable a la del diazepam pero no discrimina subtipos
1 y 2 del receptor. Por otro lado la amentoflavona muestra una
inhibici6n muy pequefia del binding in vivo de 3SH-flunitrazepam lo
que demuestra que o bien la sustancia es rapidamente metabolizada, o
bien no es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica. De modo que
la interacci6bn con receptores benzodiazepinicos en este caso no
puede explicar 1los efectos farmacolégicos o clinicos de la
amentoflavona (213 a 215).

El motivo principal por el cual se han elegido a los flavonoides
como potenciales moduladores de los RP-BZDs es la descripciébn previa
de su efecto in vitro sobre los RC-BZD y algunas de sus propiedades
farmacologicas (213).

Por un lado permiten establecer nuevas diferencias entre los



3846

receptores a BIDs vy por otra parte brindan 1la posibilidad de
encontrar sustancias que reconozcan estos sitios con alta afinidad y
en algun caso mostrar propiedades farmacolégicas de importancia.
Recientemente se ha descripto que algunos flavonoides extraidos de
plantas compiten por el RC-BZD (213). En nuestro laboratorio se
aisld un flavonoide de una planta llamada Passiflora coerulea que
presentaba actividad sobre los receptores benzodiazepinicos vy fue
identificado como crisina (216).

Se evalud si éste u otros flavonoides interactuaban con el RP-BZD.

Resul tados:

Se abordd la interacciédn de productos naturales de plantas con estos
receptores. En particular de diferentes flavonoides.

La figura 16 muestra el efecto de diferentes flavonoides (1 pM)
sobre la fijaciotn de “H-RO 5-4864 (1 nM) a membranas de rifibn de
rata. Se representdé el porcentaje de fijaciétn con respecto al

control (1.6 * 0.2 pmol/mg prot).
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El promedio de las curvas de saturacién (figura 17) fueron
representadas en un gréafico de Scatchard donde se muestra el efecto
de 10 uM Frisina sobre los parémetros de fijaci6tn del RP-BZD. Los
valores se expresaron en fmol/mg prot.

La curva de desplazamiento correspondiente al rango 10"—16—“ de

crisina se encuentra graficada en la figura 18.
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Conclusiones:

Se analizé6 el efecto del flavonoide crisina sobre la fijacion de
SH-RO 5-4864 y ademas un grupo de anaAlogos estructurales.

Crisina desplaza la fijacion de “H-RO 5-4864 a membranas de rifibn de
rata con una Ki de 13 pM y un numero de Hill de 0.82 % 0.10 (n=4),
La interacci6bn es de tipo mixto competitiva-no competitiva.

Entre los flavonoides elegidos, uno de ellos la chalcona muestra una
moderada actividad sobre la fijacion de ®H-RO 5-4864, con una Ki de
4 pyM (n=4).

Como resultado del anAdlisis de la posible regulacién de estos sitios
periféricos de reconocimiento de BiIDs periféricas por drogas,
farmacos u otras sustancias, puede decirse que es posible encontrar
sustancias o productos naturales obtenidas a partir de distintos
organismos (ej: animales o plantas) capaces de interactuar con los
RP-BZD.

Esto permite profundizar el estudio de las propiedades bioquimicas vy
farmacolégicas de los RP-BZDs y posibilita la busqueda y tal vez el
descubrimiento de 1ligandos especificos que posean actividades

farmacolégicas o fisioldgicas relevantes en éste Area.



4) Aislamiento y purificacion de compuestos que interactuan con los

RP-BZDs: Posible modulaci6tn enddégena.

Se ha discutido en la introducci6bn, acerca de los esfuerzos que se
estan 1levando a cabo para determinar si la accibon farmacologica de
las BIDs sobre la neurotransmisiotn puede también tener lugar
fisiolébgicamente.

De modo similar para el caso de los receptores periféricos, si bien
su rol biolégico no estd aun perfectamente establecido, se ha
tratado de encontrar compuestos que, teniendo un origen endégeno,
sean capaces de interactuar a nivel de estos sitios de
reconocimiento.

Como se ya se vio, una gran cantidad de efectos farmacologicos estan
mediados por receptores a BIDs de tipo periférico (ver introduccion
item Modulacion Endbgena del RP-BZD). Pero tales respuestas
farmacolbgicas nunca fueron hasta ahora correlacionadas con la
fijacion de RO 5-4864 a los RP-BZDs.

Es asi que el posible mecanismo de acciotn farmacologico y el
probable papel en la fisiologia celular que cumplen 1los RP-BZIDs
permanece sin aclarar. En base a ésto se hace evidente que un
aspecto de lo mas controvertido en relaci6on a los RP-BID consiste en
la demostracibn de si estos sitios responden a un modulador o
ligando endbgeno, o contrariamente se trata de sitios aceptores sin
rol fisiolébgico alguno. Se postularon como posibles moduladores
endbgenos de los RP-BZDs a distintas porfirinas (139 a 141).
Partiendo de tal evidencia se procedit6 a aislar purificar vy
caracterizar bioquimicamente fracciones capaces de competir con el
agonista de alta afinidad RO 5-4864 por la fijacion al RP-BZD.
Ademas de comparéd el comportamiento de diferentes porfirinas (Pfs)
en su interaccitn con estos sitios periféricos de reconocimiento.
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Resul tados:

La figura 19 muestra el andlisis de Scatchard de dos curvas de
saturacion de ®H-RO 5-4864 realizadas en presencia y ausencia de las
fracciones parcialente purificadas a partir de bazo vy glandula
harderiana de rata. Para los experimentos de fijacion se utilizaron
membranas mitocondriales crudas de rifibn de rata. Las fracciones
representadas en la figura 19 corresponden a Bl y H1 (ver protocolo
de purificacion). El1 cambio observado tanto en HI como en Bl con
respecto al control C es el que corresponde a una interaccion do
tipo mixto. Esto se debe probablemente a que la purificacion es
parcial y entonces no puede descartarse que haya mas de una
sustancia influyendo en la interacci6tn del “H-RO 5-4864 con el
RP-BZD. Por otro lado B2 y H2 muestran también actividad inhibitoria
sobre 1la fijaci6tn de *H-RO 5-48464, aunque aun no ha sido

caracterizada la interaccibon.

3
B/F (x10)

R 849

0 2.5 5 7.5 10
B (pmol/mg prot)

-91-




Porfirinas tales como He y IX desplazan la fijacion del agonista de
alta afinidad por el RP-BZD *H-RO 5-4864 con una ICeo de 500 y 200
nM respectivamente en membranas mitocondriales de rifibn.

La interacciotn es del tipo competitiva. Esto puede verse en la
figura 20 en donde se comparan las curvas de desplazamiento de “H-RO
5-4864 (0.8 nM) en membranas de rinotn de rata por RO 5-4864 (RO),
Hemina (He) y Protoporfirina IX (IX). Se utilizaron membranas de una
fraccion mitocondrial de riffon lavada, las concentraciones
utilizadas fueron: [RO] [Hel [IX]: 10-*2® a 10~ M (s0A). Los puntos
de la curva representan el promedio de cinco experimentos
independientes. Las ICes son aproximadamente 1, 500 y 200 nM
respectivamente.

Las fracciones Bl y Hl1 anteriormente comentadas, mostraron un Rf
similar al correspondiente para la He en una cromatografia en capa

fina (ver materiales y métodos).
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Para establecer las caracteristicas de la interacci6n de 1la hemina
con los RP-BZIDs se realizaron experimentos de saturaciotn con “H-RO
5-4864 (0.4 a 13 nM) en presencia y ausencia de He 500 nM en
membranas de rifibn. Esto se muestra en la figura 21.

La figura 21 es el analisis de Scatchard de el promedio de 5 curvas
de saturaciétn mostrando la inhibicidn producida por He (5.1077). La
fijacibn inespecifica se calculd en presencia de 10-°M RO.

Notese que el cambio es en la afinidad y no en el numero de sitios,

sugiriendo que la He actuaria de un modo competitivo.
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En la figura 22 se muestra el efecto de las Pfs He y XI (107®-10—7)
en experimentos realizados en células intersticiales testiculares de
rata. Se utilizbé una fraccion mitocondrial cruda, en condiciones
similares a los estudios llevados a cabo en rifion.

Las fracciones Bl y H1 también muestran actividad inhibitoria en
estas células, y las ICen para HE y XI fueron similares a las

encontradas en rifién.
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Conclusiones:

Las fracciones parcialmente purificadas a partir de bazo y gla&ndula
harderiana de rata inhiben la fijaciétn de radioligando, tanto en
membranas de rifibn como en células de Leydig purificadas, de modo
que en ciertos tejidos de la rata podrian sintetizarse moléculas
capaces de interactuar con este receptor. Por sus caracteristicas
cromatograficas una de estas fracciones contendria la hemina
corroborando lo publicado por Verma y col. (140).

Porfirinas tales como He y IX desplazan la fijacion del agonista de
alta afinidad por el RP-BZD, ®H-RO 5-4864, con una ICes de 300 y 200
nM respectivamente, esto también se cumple en 1los dos tipos
celulares estudiados. La interacci6n es competitiva para el caso de
He vy 1la potencia del desplazamiento parece ser baja para ambas Pfs

estudiadas comparada con la que muestran RO 5-4864 y PK 11195.



5) Caracterizaci6tn farmacolobgica y localizacion subcelular de los

RP-BZDs en células intersticiales testiculares:

Este estudio se realizé fundamentalmente por dos motivos.

a) Por un lado la posible heterogeneidad de los RP-BZD obliga a
establecer las propiedades farmacolodgicas de los sitios de fijacion
cada vez que se comienza su estudio en un nuevo tejido, y en este
caso en particular estas células fueron elegidas y tomadas como un
modelo para el estudio de una posible respuesta celular mediada por

los RP-BZDs (ver capitulo de Funcitn de los RP-BZDs).

b) Ademas fue necesario no solamente demostrar bioquimjcamente la
existencia de tales receptores en estas células, sino también
estudiar su distribucion subcelular ya que este trabajo nunca antes
habia sido llevado a cabo wutilizando células intersticiales
testiculares. Luego si podria intentarse correlacionar la fijacién
de RO 5-4864 a una respuesta biolbgica dada, como es la sintesis y
liberacion de hormonas esteroideas sexuales con una base mas

concreta (98-99).



Resul tados:

a) Caracterizacion farmacolégica:

Con el objeto de demostrar la presencia y caracterizar farmacolégica
y bioquimicamente los sitios de fijacion presentes en estas células
se realizaron experimentos de fijaciébn de radioligandos utilizando
nuevamente el agonista marcado ®H-RO 5-4864 para el estudio de los

RP-BZDs testiculares.

En la figura 23 puede observarse una curva de saturacion tipica para

SH-RO 5-4864 realizada en células intersticiales testiculares.

La figura 24 muestra el analisis de Scatchard del promedio de cinco
curvas de saturacion de SH-RO 5-4864 realizada en una fraccibn
mitocondrial cruda de células intersticiales testiculares.

En la misma puede observarse una poblaciéotn homogénea de sitios
saturable y especifica con un Bmax= 77,6 * 2,1 pmol/mg prot vy una

afinidad aparente de 5,02 * 0,86 nM (5 experimentos independientes).

La figura 25 muestra una familia de curvas de desplazamiento de
*H-RO 5-4864 revelando el perfil farmacolébgico de estos sitios
receptores. Para tal fin se utilizaron ademas del agonista RO 3-4864
y el antagonista PK 11195, otras BZDs de interés farmacolégico como
son diazepam, flunitrazepam Yy clonazepam, con el objeto de
establecer la especificidad de unién.

Las ICS0 obtenida para los diferentes compuestos fueron las
siguientes: RO= 3,53.10"" ™M, PK=4,40.10""7, DZ=1.59.10"7,

FNZ=3.53.10-7 y CLO >10—-® (n=3).
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TABLA 8:

Receptores Benzodiazepinicos Periféricos

pmoles/mg prot

Telido n* sitlos
Rifi6n 9.10 % o0.70
Corazén 4.10 * 0.30
Bulbo Olfatorio 1.10 * 0.10
Corteza Cerebral 0.23 * 0.05
Células de Leydig 77.60 * 0.86

Mit cruda




Conclusion:

Estos resultados demuestran qQque las células intersticiales
testiculares poseen una gran densidad de receptores periféricos a
BZDs, la mayor encontrada hasta el momento para cualquier tejido
estudiado. En la tabla B se compara con otros tejidos estudiados en
nuestro laboratorio, Y fracciones subcelulares equivalentes
(fraccion mitocondrial cruda).

Los sitios de reconocimiento de BZDs periféricas descriptos en CIT
corresponden inequivocamente a receptores benzodiazepinicos de tipo
periférico debido a que presentan un perfil farmacolégico tipico de
estos sitios receptores como lo son su gran afinidad para RO y PK vy

menor afinidad (y decreciendo) para DZ FNZ y CLO respectivamente.



Resul tados:

b) Localizaciébn subcelulars:

Una vez demostrada la existencia de RP-BZID en CIT se procedid a
estudiar la localizaciobn subcelular mediante técnicas de
fraccionamiento subcelular.

Para este estudio se echdé mano de una técnica de fraccionamiento

subcelular descripta en materiales y métodos.

En la figura 27 se encuentra representado el porcentaje de
enriquecimiento de la fijaciébn de radioligando agonista, resultado
del fraccionamiento. La fraccion mitocondrial parcialmente
purificada es la mads rica en RP-BZD y alcanza practicamente a
duplicar 1la concentracion de sitios encontrada en mitocondrias
crudas (aumento en 1la actividad especifica resultado del mayor
numero de mitocondrias por mg de proteina), en tanto que la fraccion
nuclear es la segunda en importancia, aunque probablemente esto es
asi debido a 1la impurificacién mitocondrial (la fracci6on nuclear

lavada pierde parte de la fijacion de radioligando).

La figura 28 muestra el mismo experimento realizado a una
concentraci6tn saturante de SH-RO 5-4864 y los porcentajes obtenidos

son muy similares.
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La figura 29 muestra el analisis de Scatchard de una curva de
saturacion de *H-RO 5-4864, realizada en una fraccion mitocondrial
enriquecida de células intersticiales testiculares. Puede observarse
una poblaciéon homogénea de sitios saturable y especifica con wun
Bmax= 140 * 23 pmol/mg prot y una afinidad aparente de 17.5 % 1,86
nM. E1 cambio en el Kd con respecto a los experimentos realizados en
fracciones mitocondriales crudas, podria deberse a la pérdida de
algun factor endoégeno durante el procedimiento de purificaciébn. La

figura representa el promedio de 4 experimentos independientes.
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Conclusién:

Estos resul tados demuestran qQque las células de Leydig de rata poseen
la mas alta densidad de RP-BZD de todo el organismo, siendo ésta una
poblaci6bn homogénea. Su localizacion es preferentemente mitocondrial
y se encuentran altamente concentrados en esta fraccion, en
concordancia con trabajos de otros autores realizados en otros
tejidos esteroidogénicos como ovario y placenta (224 y 225).

El fraccionamiento subcelular revel® un enriquecimiento ( > de 4
veces) en el nuamero de sitios especificos de “H-RO 5-4864 en
membranas mitocondriales purificadas.

Por lo tanto los presentes experimentos también sugieren que las
células intersticiales testiculares de rata ofrecen un modelo para

el estudio del papel de los RP-BZDs en la fisiologia celular.



Regulacion de los receptores perifericos

de Benzodiazepinas



1) Estudio de la regulaci6tn de los RP-BZDs durante una situaciéon de

stress aqudo:

Las situaciones que resultan de una exagerada estimulacidon pueden
alterar la homeostasis vy por consiguiente producir cambios en las
propiedades bioquimicas, comportamentales Y fisiolbgicas del
organismo. Algunos de estos cambios han sido ampliamente estudiados
y son caracteristicos del sindrome de stress (217). Por ejemplo, se
han estudiado alteraciones en la sintesis y liberaciétn de diversos
neurotransmisores, cambios en los niveles sanguineos de determinadas
hormonas y también se encontraron en muchos casos modificaciones en
el numero de ciertos tipos de receptores (218 y 219).

En este trabajo se emple6t un modelo de stress agudo por natacioén

forzada para el estudio de los RP-BIZD.

Resul tados:

El histograma de la figura 29 muestra los cambios porcentuales en el
numero de RP-BZDs encontrados en el rifibn (K), corazén (H), bulbo
olfatorio (0OB) vy corteza cerebral (CX) de las ratas que fueron
sometidas a un stress agudo. Fue tomado como 100% el valor
encontrado para los animales control vy los datos corresponden a
experimentos realizados en cond;ciones de saturacion (Bmax).

En esta figura se puede ver un aumento en Bmax del 50%Z en rifon vy
del 37% en bulbo olfatorio, en tanto que en corazén y corteza
cerebral los valores permanecen iguales a 1los encontrados en los
animales control (linea de puntos en la fiqura). Los valores
absolutos de Bmax en los controles expresados como pmol/mg de

proteina son respectivamente:
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K: 9.1 * 0.7; H: 4.1 * 0.3; OB: 1.1 + 0.13 CX: 0.23 *

10, 6, 10 y & el numero de experimentos realizados.
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En el analisis de Scatchard de la figura 30 se puede evaluar que los
cambios encontrados en la fijacion de 3H-RO 5-4864 resultan ser en
el numero de receptores medidos y no en la afinidad aparente de los
RP-BZDs de K y OB.

Las Kds medidas son, para el control, en K: 3,7 *+ 0,5 nM y en 0B:
3,9 * 0.4 nM. En las ratas estresadas, K: 4,5 *+ 0.5 nM y en OB: 4,1

+ 0,3 nM,

Conclusiobn:

Como parte del estudio de la regulacién de 1los RP-BIDs en el
presente estudio se utilizé una situacidn inescapable de stress para
evaluar 1la capacidad de estos sitios de reconocimiento para ser
modulados ante una situaciétn fisiopatologica.

Contrariamente a wuna situacitn de escapabilidad, en la cual
dependiendo de la intensidad del estimulo 1los paréametros
neuroquimicos pueden readaptarse a la situacion cambiante, en el
modelo experimental usado aqui tal adaptaci6én no es posible.

El stress agudo provoca un aumento en el numero de RP-BZID en rifion vy
bulbo olfatorio de ratas sin cambios en 1la afinidad aparente. En
corteza cerebral y corazéon no ocurre lo mismo, permaneciendo los
valores similares al control.

Estos cambios sugieren la posibilidad de que los RP-BID sean
receptores propiamente dichos y no que se trate de aceptores sin un
determinado rol fisiolégico, aunque evidentemente no constituye un
argumento definitivo (220).

Otros autores encuentran que una situaciétn estresante inescapable
distinta, como es la aplicaci6on de choques eléctricos en la cola del
animal administrados por un tiempo determinado y a intervalos
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animal administrados por un tiempo determinado y a intervalos
regulares, producen una disminuciétn del Bmax en los RP-BZID en rifion
de rata (221 a 223). La contradicciéon aparente de estos resultados
con los observados en nuestros experimentos no es tal al estar
demostrado que la magnitud y direcci6on de los cambios en la f}jacibn
de “H-RO 5-4864 depende de distintos factores tales como la duracion
e intensidad del estimulo estresante.

Cabe destacar entonces, que los experimentos expuestos aqui
demuestran una regulacion de los receptores benzodiazepinicos
periféricos durante una situacié6on de stress agudo. Por el momento no
es posible dar una explicaci6on sobre los mecanismos involucrados en
los cambios que se observan en los RP-BZD. El1 hecho de que tengan
lugar rapidamente podria permitirnos descartar el Furn—over del
RP-BZD (sintesis de nuevos receptores) como una posibilidad, ya que
serian necesarios tiempos mas prolongados para que ocurra tal
sintesis. Otros mecanismos mAas rapidos como por ejemplo el
desenmascaramiento o exteriorizacion debido a una posible transicién
conformacional, con el consiguiente cambio de la ubicaciétn o las
relaciones del receptor en la membrana, podrian explicar mejor este

incremento.



2) Efecto del tratamiento crénico con BZDs sobre los RP-BZDs:

Los tratamientos cronicos con diferentes drogas o farmacos modifican
las propiedades de los receptores a hormonas y neurotransmisores.

Es asi que fenotmenos de desensibilizaciétn o hipersensibilidad estan
ampliamente estudiados para distintos sistemas ligando-receptor (226
a 228).

Los receptores benzodiazepinicos posiblemente estén sujetos a este
tipo de regulaciétn. Los RC-BZDs fueron estudiados, en un amplio
numero de estructuras, 1luego de la administracié6n de farmacos de
diversa naturaleza. También lo fueron los RP-BZDs, pero como su
descubrimiento es mé&s reciente esto continta siendo un tema de
analisis.

Tratamientos tales como adrenalectomia, hipofisectomia,
administracion crénica de neurolépticos como la clorpromazina o
haloperidol, o la exposicibon a diferentes hormonas como estradiol,
progesterona o T3 y T4 regulan de manera diferente los RP-BZIDs
comparado con los receptores a BZDs centrales, y esto por mucho
tiempo fue un criterio tenido en cuenta para argumentar la
existencia de diferentes tipos de receptores (142, 143 y 229 a 2395).
Debido a que las BZDs son drogas de gran uso en la clinica nos
pareci6 apropiado investigar que efecto tiene la administracién
cronica de algunas de ellas sobre los receptores RP-BZD. Para ello
se realizaron inyecciones diarias de diferentes BZDs (ip) durante 5
6 14 dias. Las BZDs eleqgidas para el tratamiento muestran entre
todas ellas grandes diferencias en cuanto a sus propiedades de
reconocimiento del RP-BZD, incluso una de ellas solo es capaz de
interactuar especificamente con los RC-BZIDs (ver introduccién).

En la primera parte se presentan los resultados de los experimentos
realizados en rifion. Luego se muestran aquellos correspondientes a

-110-



corazon de rata.

Finalmente se analiza 1la acci6on del diazepam sobre los RP-BZIDs de
células intersticiales testiculares (CIT) como un primer paso en el
estudio de correlacionar los eventuales cambios observados en la
densidad de RP-BZIDs con una respuesta bioldgica medible, todo esto
enmarcado en la bhipobtesis de la posible existencia de propiedades
modulatorias por parte de 1los RP-BZDs sobre 1la esteroidogénesis

testicular (ver mas adelante).

Resul tados:

a) Efecto del tratamiento por 5 dias con diferentes BZDs sobre los

RP-BZDs de rifibn de rata:

Este estudio consisti6é en analizar los parametros de fijaci6bn para
los RP-BIDs de rifbn luego de 1la administracién por S5 dias

consecutivos de diferentes BZDs.

La tabla 9 muestra los valores de fijaci6on de SH-RO 3-4864 (0.75 nM)
a membranas mitocondriales crudas de rifibn de rata luego de S
inyecciones diarias de RO 5-4864, Diazepam, Flunitrazepam Yy
Clonazepam respectivamente. Se expresan también los porcentajes de
aumento encontrados en tal fijacion con posterioridad al

tratamiento.
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TaslA A

Tratamiento 5 dias con BZDs

pmol/mg prot n % §
\'} 0.8455 * 0.0784 10 -
RO 1.2269 * 0.1120 -~ 10 45.11
Dz 12194 t 0.1235 « 9 44.22
Flu 1.1736 * 0.1517 =« 5 38.80
Clo 1.0562 ' 0.0822 9 2492

La figura 31 muestra el analisis de Scatchard del promedio de 5
curvas de saturacion, control (@) y tratamiento de S5 dias con RO
5-4864 (+), obteniéndose los siguientes resul tados en los parametros
medidos: control: Bmax= 10 pmol/mg prot, Kd= 7.69 nM; RO S: Bmax= 14

pmol/mg prot, Kd= 7.77 nM.
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b) Efecto del tratamiento por 14 dias con diazepam sobre los RP-BZDs

de riffbn de rata:

Como la administracion croéonica de DZ modifica sustancialmente el
numero de sitios RP-BZDs vy debido a su amplio uso terapéutico en
forma prolongada, se procedi6 a estudiar los parametros de fijacion
para los RP-BZIDs de riftbn luego de la administracidn por 14 dias

consecutivos de diazepam.

En la figura 32 se puede ver la fijacion de “H-RO 5-4864 (0.75 nM) a
membranas mitocondriales crudas de rifibn de rata antes y después del
tratamiento con DZ. La figura 33, 4idem pero en condiciones

saturantes, (TH-RO 5-4864: 12nM).
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c) Efecto del tratamiento por 14 dias con diazepam sobre los RP-BZIDs

de corazon de rata:

La figura 34 muestra los resultados promediados de 3 experimentos

independientes. Se wutilizé una fracciéon mitocondrial cruda

coraz6tn de rata como fuente de receptor.
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Los valores representados en la figura fueron los siguientes:

Control: 0.75 nM= 1.17 * 0.28 pmol/mg prot (n=3), 12nM= 5.8956

0.40 pmol/mg prot (n=3).

de

+

DZ 14 dias: O0.75 nM= 1.9506 * 0.40 pmol/mg prot (n=3) (66.39 % de

aumento en la fijaciétn especifica con respecto al valor control,

nM= 9.3512 * 1.13 pmol/mg prot (n=3) (58.61 7% de aumento).
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d) Efecto del tratamiento crénico con BZDs sobre 1los RP-BZDs de

células intersticiales testiculares de rata:

Los resultados de este estudio se encuentran representados en la
figura 35.
Se utilizd una fraccidon mitocondrial cruda de células intersticiales

testiculares de rata como fuente de receptor.
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Los valores de los parametros medidos fueron los siguientes:

Control: 0.75 nM= 8.798 * 0.062 pmol/mg prot (n=3), 12nM= 16.179 *
1.464 pmol/mg prot (n=8).

DZ 14 dias: 0.75 nM= 4.289 * 1.899 pmol/mg prot (n=3) (48.74 7 de
disminuci6n en la fijacion especifica con respecto al valor control,

12 nM= 10.379 * 1.262 pmol/mg prot (n=8) (40.91 % de caida).

El tratamiento agudo con DZ (una sola inyecci6tn de DZ 1 hora antes
del sacrificio de los animales para el posterior estudio), no
provoct cambios en los parametros medidos.

En la figura 36 pueden verse los resultados obtenidos para el

tratamiento agudo con DZ: 3 mg/kg.
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Los valores de los parametros fueron los siguientes:

I+

Control: 0.75 nM= 2.022 * 0.023 pmol/mg prot (n=3), 12nM= 18.722

0.968 pmol/mg prot (n=7).

I+

DZ agudo: 0.75 nM= 1.975 * 0.194 pmol/mg prot (n=3), 12 nM= 20.438

1.246 pmol/mg prot (n=7).
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Conclusiones:

De acuerdo a los resultados descriptos en esta seccion, pueden
hacerse una serie de comentarios.

El tratamiento prolongado con diferentes BZDs modifica los RP-BZDs
de distintos tejidos de la rata.

Por un lado la administracion por 3 dias consecutivos de RO S5, DZ o
Flu provocan un aumento significativo de los RP-BZDs de rifibn de
rata, en tanto que Clo, una BZD que es incapaz de interactuar con
los RP-BZD, no altera significativamente 1los parametros de este
receptor. Los cambios observados en los RP-BZDs por efecto del RO 35
son en la densidad de receptores, observandose un fenotmeno de
up-regulation de receptor. Por otra parte 1la magnitud de tal

regulacion up" guarda cierta correlacion con el grado de afinidad
de la BZD administrada, de tal manera que el RO -5 siendo 1la mas
potente sobre 1los RP-BZDs por su afinidad provoca el aumento mayor
(45.11 7).

El tratamiento con DZ durante 14 dias, en rifiobn, muestra resultados
muy similares (aumento del numero de RP-BZID de alrededor del 44,56
7Z). En corazébn la direccion de los cambios es la misma a pesar de
que la sensibilidad al tratamiento es un tanto mayor (aumento del
58.61 %).

Por el contrario, el tratamiento créonico con diazepam, qQue es una de
las BZDs wutilizada mas frecuentemente en clinica, provoca una
disminucion significativa en la fijacion del agonista periférico
SH-RO 5-4864 en células intersticiales testiculares (40.91 * 4.01%)
en condiciones de saturacion. También en este caso parece tratarse
de un fenbtmeno de aumento en la cantidad de receptores. El

tratamiento agudo no tiene consecuencias sobre los parametros de

fijaciobn medidos.
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Los RP-BZIDs parecen capaces de ser regulados frente a tratamientos
prolongados con BZDs, modificAndose la densidad o numero de sitios
receptores encontrados.

Si bien los mecanismos subyacentes a la requlaciébn aun distan de
estar aclarados puede decirse que los distintos tejidos estudiados
difieren en cuanto a la sensibilidad e incluso la direcci6tn de los
cambios provocados por la administracién de BZIDs.

El caso de las CIT podria tener especial importancia vy sera

considerado separadamente en la secciébn "Funcion de los RP-BZIDs".



J) Efecto del tratamiento cronico con etanol sobre los RP-BZDs:

Es sabido que la exposicibn cronica de animales al etanol produce
tolerancia vy dependencia fisica, y el estudio de los mecanismos
subyacentes y los efectos de éste sobre 1los sistemas receptores
sique siendo campo de intenso estudio.

Debido a que se encontré un efecto inhibitorio del etanol in vitro
sobre la fijacion de SH-RO 5-4864 tanto en membranas mitocondriales
de rifibn como de corteza cerebral de rataj; qQue ademas el etanol es
un modulador positivo del receptor de GABAA/BZDB[ siendo este
receptor uno de los principales blancos de accion del etanol en el
SNC (203 a 206 y 236 a 238)3 y dentro del marco de estudio de 1la
regulaciétn de 1los RP-BZDs se procedié a analizar el efecto del

tratamiento crénico con EtOH sobre los RP-BZDs.

Resul tados:

En la figura 37 se muestran los resultados de los experimentos en

donde la dosis usada de EtOH fue de 13/ durante 30 dias, curvas de

saturaciéon realizadas en membranas mitocondriales de riffibn de rata

son representadas en un grafico de Scatchard.
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Los valores de los parametros medidos fueron los siguientes:

Control: Bmax= 10.43 * 0.82 pmol/mg prot y Kd= 4.76 nM (n=3).

157 EtOH: Bmax= 10.62 * 0.79 pmol/mg prot y Kd= 3.45 nM (n=3).

La figura 38 muestra los resultados encontrados para la fijacion

*H-RO 5-4864 en membranas mitocondriales de rifibn de rata, con

tratamiento por 12 semanas con EtOH 10 o 30%.
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Los valores de los parametros medidos fueron los siguientes:

Control: Bmax= 12.50 * 1.64 pmol/mg prot y Kd= 4.16 nM (n=3).

107 EtOH: Bmax= 17.50 * 1.29 pmol/mg prot y Kd= 4.07 nM (n=3).

30% EtOH: Bmax= 13.01 * 1.37 pmol/mg prot y Kd= 4.64 nM (n=3).
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Conclusiones:

El1 tratamiento cronico con etanol provoca diferentes efectos sobre
los RP-BZD de acuerdo a la duraciéon. Mientras que para los animales
que fueron tratados por 30 dias con EtOH 157 se encontr6 un aumento
de aproximadamente el 28%Z en la afinidad aparente de los RP-BZDs con
respecto al control, las diferencias encontradas 1luego de una
administracion de EtOH mas prolongada (de 12 semanas al 10%) fueron
en el numero de RP-BIDs. Por ahora se desconocen los motivos de las
diferencias encontradas entre los tratamientos de 10 y 307 de EtOH
cronico y seréd motivo de investigaciones futuras.

Se concluye que no solo 1los RC-BZDs son un blanco de acci6on del
etanol, sino que también los RP-BZDs 1o son.

El efecto del etanol en los RP-BZDs del sistema nervioso central
(239 a 241) ha sido estudiado por otros autores, y se encuentra que
en los animales tratados cronicamente hay un aumento en la fijacion
de “'H-RO ©5-4864 de entre el 20 y el 50%Z con relacibtn a los
controles.

Por otra parte estudios realizados en plaquetas de individuos
alcohblicos muestran wuna reducciotn significativa en el numero de
RP-BZDs (240). Por lo tanto existen una serie de evidencias que nos
permiten sugerir una modulaci6tn de los RP-BZDs luego de una

administraci6on prolongada de EtOH.
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Funcion de los receptores perifericos

de Benzodiazepinas



Funci6bn de los RP-BZDs:

1) Eleccién de un modelo experimental que permita relacionar la
ocupacion de los receptores a BIDs de tipo periférico con una

determinada respuesta biolégica:

Uno de los puntos centrales en el estudio de las propiedades de los
receptores periféricos a BZDs se refiere a la posibilidad de que la
interaccion de estos receptores con el ligando agonista RO 5-4864
desencadene posteriormente la activacién de una respuesta biolégica.
Una serie de trabajos fueron realizados en este sentido (98, 99, 173
a 175).

Diferentes preparaciones en distintos tipos celulares y con diversas
aproximaciones experimentales fueron escogidas Yy utilizadas para
intentar dilucidar 1los posibles mecanismos intracelulares que
pudieran otorgarle finalmente a estos receptores algun tipo de

relevancia fisiolobgica.

Hipobtesis actuales en discusién:

a) Acciébn sobre canales de calcios

La mayor parte de estos experimentos fueron realizados en una
preparacion de corazébn de cobayo y tienden a demostrar un
acoplamiento de los RP-BIZIDs con canales de calcio, basandose
principalmente en que el RO 5-4B64 provoca una disminucion de la
duraciéon de los potenciales de accion en estas células,
evidenciadndose por un aumento en la velocidad de repolarizacion.
Ademas se observa una disminuciébn, dependiente de la dosis vy
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antagonizable por PK 11195, de la contractibilidad de este tejido in
vitro. Por otra parte estos autores demuestran la independencia del
GABA para estos efectos y un perfil farmacolégico claramente
correspondiente a receptores benzodiazepinicos de tipo periférico,
aunque los experimentos con agonistas de Ca=®* como BAY K 8644 o
antagonistas como las dihidropiridinas arrojan resultados no del
todo <claros. Su baja potencia en ensayos de desplazamiento del
binding de SH-RO 5-4864, sumado a los resultados en ensayos de
fotomarcado y separaciéon en geles, en donde no se encuentra una
correlacion entre las bandas correspondientes a la fijacion
covalente de BZDs y las de antagonistas de Ca=* son algunas de las
objeciones mas serias a esta hipotesis.

En este modelo experimental las diferencias encontradas entre 1la
potencia biolégica y 1la de fijaciébn fueron explicadas por la
presencia de la membrana plasmatica como barrera de acceso a los

RP-BZD de ubicacién intracelular (242 a 250).

b) Acci6bn sobre el metabolismo energético:

Basandose en la evidencia de que los RP-BZDs se hayan localizados
mayoritariamente en la membrana mitocondrial externa se hipotetizo6
sobre su posible funcion como moduladores del metabolismo energético
celular en virtud del papel central de esta organela en tales
procesos.

Algunos trabajos fueron realizados en este sentido y demuestran la
influencia de los ligandos benzodiazepinicos de tipo periférico
sobre la funci6bn respiratoria mitocondrial y 1la fosforilacion
oxidativa de mitocondrias de rifibn, higado y adrenal de rata (251).
Ademas en este modelo fue posible correlacionar su afinidad in vitro
en la fijaci6tn de radioligandos y el efecto farmacolégico observado
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con la exposicitn de las mitocondrias a las BZDs de tipo perifeérico.
Los autores concluyen que estas BZDs provocan una inhibicioéon del
control respiratorio mitocondrial debido a una disminucién de la
tasa de fosforilaci6n oxidativa, mostrando una gran correlacién con
la afinidad de uni6tn de las BZDs; ademds la magnitud del efecto del
RO ©5-4864 sobre 1a respiracion se incrementa en paralelo con la
densidad de receptores benzodiazepinicos mitocondriales en higado,
rifbn y adrenal. Por otra parte observan un incremento en la
velocidad de degradacion de sustrato respiratorio.

Plantean entonces la posibilidad de «que 1la interaccién descripta
pueda explicar los efectos pleiotrépicos de los ligandos de este

receptor en una gran variedad de células intactas (41).

c) Modulaci6n de la esteroidogénesis testicular:

En suspensiones de células intersticiales testiculares el aqgonista
benzodiazepinico periférico RO 5-4864 estimula 1la produccitn de
testosterona in vitro, tanto en forma basal como en condiciones de
estimulacion por gonadotrofina coribnica humana (hCG), una hormona
usada por su efecto simil-LH. Ademas el derivado isoquinolinico
postulado como antagonista del RP-BZD, PK 11195, bloquea este
efecto. Por otra parte 1los agonistas del RC-BZD no mostraron
actividad (98 y 99).

Ya habia sido demostrado mediante el uso técnicas autoradiograficas
una localizacion preferencial de los RP-BZIDs en tejidos que estan
involucrados en procesos relacionados con la esteroidogénesis (53).
En 1la presente tesis, teniendo en cuenta las evidencias previas de
la accién estimulatoria del RO 5-4864 sobre la esteroidogenesis
testicular, se eligi6 al testiculo como posible blanco de accién de
BZDs periféricas y a los RP-BIZDs como posibles mediadores de los
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efectos encontrados sobre la produccién de esteroides en este
6rgano (99 y 252).

Cabe destacar que en este caso no existen diferencias observables
entre la potencia biol6gica y la afinidad in vitro en la fijacion de
radioligandos. A pesar de la presencia de 1la membrana plasmatica
como barrera de acceso a los RP-BZD de ubicacién intracelular.

En suma, nuestro modelo de producciétn de esteroides in vitro,
serviria como bioensayo para evaluar la posibilidad de que el efecto

farmacolébgico observado sea en verdad mediado por los RP-BZDs.

d) Efectos nucleares:

Existen trabajos que demuestran 1la localizacién nuclear de los
RP-BZD y le asignan a los mismos diferentes roles en la funciobn
celular (50 vy 65). La mayor parte de tales evidencias provienen de
experimentos realizados en cultivos celulares Yy fueron ya
oportunamente citadas en la introducciétn (ver Efectos del RO
5-4864).

Aquellas descripciones emparentadas con las acciones sobre 1la
proliferacion de distintos tipos celulares plantean fundamentalmente
un mecanismo de accion que supone al nucleo como blanco de estas
drogas (94 a 96). Estd descripto un efecto estimulatorio sobre 1la
sintesis de DNA en células C6 de una linea de glioma medido por
incorporacioén de TH-Timidina al mismo tiempo que se observa
incrementado el crecimiento celular. Contrariamente, el RO 5-4864
inhibe la proliferacion en células de timoma de raton y la captacién
de SH-Timidina. El1 RO 5-4864 también muestra una poutenciaciétn de 1la
sintesis de DNA inducida por estradiol en la hip6fisis anterior

aumentando asi mismo la incorporacion de 3H-Timidina (233 y 254).
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2) Correlaci6n entre los cambios en los RP-BZIDs y 1la respuesta

esteroidogénica testicular:

Hemos descripto el efecto estimulatorio del agonista
benzodiazepinico periférico RO 5-4864, sobre esteroidogénesis. Dicho
efecto podria estar mediado por receptores especificos (RP-BZID) los
cuales, como se describi6 (en el fitem 5 de Caracterizacitn de los
RP-BZDs, en resultados), se hayan localizados principalmente en la
fraccion mitocondrial de células intersticiales testiculares (CIT).

En el presente estudio se examinb el efecto del tratamiento crénico
con BZD (DZ) sobre 1la respuesta esteroidogénica testicular y su
modulaci6on por ligandos benzodiazepinicos periféricos, con el objeto
de correlacionar las posibles modificaciones encontradas en la
respuesta medida in vitro con 1los parametros de fijacion vya

descriptos para este tipo de tratamiento.

Resul tados:

a) Estimulacion de la produccidtn de esteroides testiculares por

BZDs:

La hipobtesis de trabajo en este caso fue que si los RP-BZDs poseen
un papel en cierto modo importante en la modulaciébn de 1la
esteroidogénesis testicular, un cambio en sus propiedades de
reconocimiento "especifico del radioligando ®H-RO 5-4864 se podria
ver reflejado en la respuesta que, se propone, es mediada por ellos.
Para ello inicialmente se corroboré el efecto estimulatorio del RO
5-4864 sobre la producciotn de testosterona en CIT descripto
previamente (98), y a posteriori se estudido el efecto del
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tratamiento crénico con BZDs sobre la produccion de esteroides
vitro y se lo analizé teniendo en cuenta los resultados obtenidos
los experimentos donde se estudiaron los paréametros de fijacion

los RP-BZDs luego del mismo tratamiento.

En la figura 39 puede verse que los niveles de produccion basal

T, se ven aumentados con el incremento de la concentracibn de

5-4864.
El rango de accion de RO 5-4864 es del orden nanomolar vy el

11195, posible antagonista del RP-BZD, bloquea la estimulacién.
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b) Efecto de la administracion cronica de diazepam sobre 1la

respuesta esteroidogénica testicular.

Para este estudio se administré diazepam (DZ) a una dosis de 3 mg/Kg
durante 14 dfias en ratas, evaluandose el efecto sobre los RP-BZID
testiculares y la modulacidén de la respuesta in vitro al RO 5-4864.
La administracion croénica de DZ causd una inhibiciétn de 1la
produccion basal de testosterona (T) por las CIT (figura 40),
observandose una leve estimulaciétn en respuesta al aumento de la
concentracion de RO 5-4864 s6lo con concentraciones elevadas
(>10-®M). En 1las CIT del grupo control se observé una estimulacion
de la T producida, dependiente de la concentraciéon de RO 5-4864 a
partir de 10-7M.

Ademas el tratamiento crénico provocd, como vimos anteriormente, una
disminucién del 417 (16.79 = 1.46 vs. 10.38 * 1.26 pmol/mg prot) en
el numero de RP-BZD, sin cambios en la afinidad.

Para el tratamiento con DZ en forma aguda, la produccion in vitro de
T por CIT fue ligeramente superior en el grupo tratado pero sin

embargo la respuesta al RO 5-4864 fue comparable a los controles.

En la figura 41 se comparan los resultados obtenidos en los tres
grupos distintos a saber: control, tratamiento cronico y agudo en
cuatro condiciones experimentales distintas como son produccion

basal o estimulada con hCG en presencia o ausencia de RO 5 10-7 M.
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la administracién prolongada de DZ produjo una

significativamente los niveles plasmaticos de LH (tabla 10).

disminuci6on significativa en los niveles sér
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La administraciéon de una

unica dosis

de DZ, tratamiento

agudo,

provoco un aumento en los niveles séricos de T (1.57 £ 0.20 vs. 3.86

¥ 0.20), (tabla 10) y no modific6 la LH periférica.

TABLA 10 :

T (ng/ml) LH (ng/ml)

control 36171 034 2.88 Y 0.87

DZ crénico 2091019 | 249*%054

control 3.57 ¥ 0.20 1.87 *0.18

DZ agudo 3.86 10.19 1.61 £ 0.11
(n-8)

p{0.05



Conclusiones:

En el presente estudio se corrobora el efecto estimulatorio de RO
°-4864 sobre la produccion de esteroides testiculares vy
posteriormente se demuestra una disminucién de la producci6tn in
vitro de T en CIT debido a la administraciéon prolongada de DZ, una
BZD ampliamente utilizada como ansiolitica en terapéutica.

Tanto la produccion basal de T como 1la estimulacion de ésta por RO
5-4864 son sensibles al tratamiento, no siendo asi la capacidad
estimulatoria de la hCG, la cual permanece inalterada.

La falta de respuesta de las CIT a bajas concentraciones de RO
5-4864 puede correlacionarse con la reducciéon (407%) de la densidad
de RP-BZIDs en estas células como resultado del tratamiento crénico.
El tratamiento cronico con DZ no causa alteraciones de 1los niveles
plasmaticos de LH sugiriendo un efecto testicular directo del DI més
que una modificacién producida por alteraciones a nivel del SNC, sin
embargo no se puede descartar que el tratamiento crénico con DZ
pueda alterar uno 6 mas de los muchos otros factores que tienen

influencia sobre la esteroidogénesis testicular.



Discusion



Discusioén:

Se acepta en forma generalizada que las BZIDs ejercen sus efectos
sedantes, ansioliticos y anticonvulsivantes sobre el SNC a través de
su interaccion de alta afinidad con los RC-BZDs. Algunas BZDs se
unen también con alta afinidad y gran especificidad a receptores
ubicados en numerosos tejidos periféricos, mostrando una relacién
estructura-actividad que difiere marcadamente de la encontrada para
los receptores de tipo central. Estos receptores periféricos
(RP-BZD) tienen una afinidad nM por DZ e interactuan débilmente con
algunas drogas que son potentes a nivel del RC-BZD como el RO
15-1788 y el clonazepam, mientras que otra BZD como el RO 5-4864
tiene una potencia varios 6rdenes de magnitud mayor para los RP-BZDs
qQque para los RC-BZDs (42 y 2595).

Ademas como se ha visto, existen diferencias en cuanto a 1la
distribuciobtn tisular y la localizacién subcelular.

El presente trabajo de tesis tuvo por objeto estudiar aspectos de
los RP-BZDs tales como su caracterizacion, regulacion y funcion en
diferentes tejidos de la rata.

El analisis farmacolégico y bioquimico de 1las preparaciones de
membrana obtenidas de los distintos tejidos de la rata revelt6 que
los RP-BZDs se encuentran concentrados en la fraccion mitocondrial,
mostrando un particular enriquecimiento en células de Leydig.

‘Este sistema ofrece un buen modelo para estudiar la acciébn de las
BZDes sobre la esteroidogénesis. Los tejidos utilizados a lo largo de
los distintos experimentos de esta tesis resultaron ser homogéneos
con respecto a los RP-BZD en cuanto a sus propiedades

farmacoloégicas.
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El calcio participa de un gran numero de procesos fisiolégicos vy se
han demostrado distintas interacciones a nivel de las acciones de
drogas hipnoOtico sedantes (256). Los RP-BZDs también son modulables
por Ca=* y otros cationes divalentes como Ca=*, Co=* y Cd=-.

Por otro lado algunos compuestos de interés clinico y farmacolégico
como el etanol Y algunos flavonoides, muestran acciones
diferenciales sobre los RP-BZDs y eficacias disimiles.

Los RP-BZDs parecen capaces de ser regulados frente a diversos
tratamientos prolongados modific&ndose en algunos casos la densidad
O numero de sitios receptores y en otros la afinidad de los mismos.
Si bien los mecanismos subyacentes a la regulaciétn aun distan de
estar aclarados, puede decirse que los distintos tejidos estudiados
difieren a veces en la sensibilidad e incluso la direcciétn de los
cambios provocados por la administracion de farmacos.

Como surge de evidencias previas y de experimentos realizados en
esta tesis, los RP-BZIDs estan sujetos a distintos mecanismos de
control. Estos pueden ser esencialmente de naturaleza neural,

farmacolbgica y hormonal.

Los RP-BZDs pueden estar involucrados en la respuesta del organismo
al stress. De los experimentos que han sido presentados surge que
los RP-BZDs son sensibles a cambios en el organismo (situaciones
fisiopatolégicas), pero sin embargo por medio de estos estudios no
puede ser determinado si las alteraciones en los RP-BZDs se deben a
la interrupci6on de influencias tro6ficas o regulatorias de centros de
control locales o incluso superiores, o son el resultado de un
desequilibrio fisiolégico en general. Las respuestas de los RP-BZIDs
observadas bien pueden ser el reflejo de ajustes fisiolbgicos a
condiciones cambiantes en el sistema debido a su alejamiento de la
homeostasis endbgena, o tal vez conformar una respuesta adaptativa
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al stress en si mismo. Varias manipulaciones neurales alteran la
densidad de RP-BZD (257 vy 258). Como hemos visto, a pesar de la
designacién de receptores periféricos, que origihalmente resulté de
su relativa ausencia en el cerebro, el desarrollo de radioligandos
con mayor especificidad demostré posteriormente la existencia de
estos sitios en el SNC. Las autoradiografias de cerebro ‘de rata
muestran un bajo y difuso nivel de binding por todo el parénquima
cerebral, con una localizaci6n preferencial en el canal del epéndimo
los plexos coroideos y las neuronas olfatorias. A pesar de que
normalmente los cerebros de rata muestran bajos niveles de RP-BZDs
luego de varios insultos al cerebro se puede observar un réapido vy
sustancial incremento en la densidad de RP-BZDs. Por ejemplo un
aumento del 4007 luego de una inyecci6n intraestriatal o sistémica
de excitotoxinas neuronales como el a4cido kainico (259) o el 40 a
507. de aumento encontrado con el tratamientos con etanol croénico.
Esta inducciébn rapida de RP-BZDs por insultos en el SNC pueden
reflejar una respuesta metabblica de adaptaciéon del cerebro analoga
a la induccibn de enzimas detoxificantes en el higado.

Por otra parte, 1la asociaciétn de los RP-BZD a 1la glia en
proliferacioén puede dar cuenta de los aumentos 1luego de la
destrucciébn neuronal, y la gliosis asociada, ya que en tumores
gliales se ha encontrado alta densidad de RP-BZD (40).

Los tratamientos cronicos con BZDs modulan a los RP-BZD, esto podria
indicar, en casos como el observado para células de Leydig, un
proceso de desensibilizacién, pero 1los mecanismos precisos y el
significado de tales cambios deben continuar siendo analizados
(261, 271 y 272).

Dado que el DZ tiene una afinidad en el rango nM por estos sitios y
que luego de un tratamiento con dosis terapéuticas de esta droga se
alcanzan concentraciones circulantes del orden micromolar de DZI esto
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podria influenciar a los RP-BZDs. Las funciones endbcrinas también
parecen reqular a 1los RP-BZDs como lo demuestran los resultados
encontrados en animales adrenalectomizados e hipofisectomizados (ver
introduccioén). Hormonas como progesterona o gonadotrofinas vy
estrégenos ejercen una modulacion de los RP-BZD cuando se
administran exégenamente (262).

Aqui se demostré que el tratamiento cronico con DZ modula el numero
de RP-BZID vy la estimulaciétn de 1la produccion in vitro de
testosterona en respuesta al agonista RO 5-4864 tanto en condiciones
basales como en presencia de hCG. En el presente estudio ademas, por
primera vez se establece un correlato funcional entre ambos
parametros ya que se vieron modificados en forma simultanea en 1los
animales inyectados crénicamente con DZ.

Evidencias previas y los presentes resultados sugieren un rol
modulatorio de los RP-BZD en la respuesta hormonal esteroidogénica
en ceélulas intersticiales testiculares (99 y 263 a 26535).

Si bien es cierto que 1los valores de producciétn de hormonas
esteroideas ante la clasica estimulacion por LH son varias veces
mayores que el rango de modulaciton mostrado por las BZDs, pueden
tener gran importancia fenomenos de "sintonia fina"” como mecanismos
responsables de corto y largo plazo para alcanzar esta regulacion.
La administracion de BiZIDs por tiempos prolongados es ampliamente
usada en terapias corrientes para evitar estados de ansiedaq. Los
estudios aqui presentados sugieren que estas drogas pueden
influenciar las funciones endocrinas periféricas ademas de provocar
los efectos bien conocidos a nivel del SNC (266 y 267).

En realidad 1la administracién in vivo de DZ da resul tados en gran
medida conflictivos sobre la funcion endobcrina sexual.

Argdelles y Rosner (268) encontraron que los niveles plasmaticos de
testosterona estaban significativamente aumentados en seres humanos

-139-



que habfan consumido de 10 a 20 mg/Kg de DZ durante 2 semanas. Por
otra parte se ha reportado que el tratamiento crénico con altas

dosis de DZ (50 mg/Kg) no provoca cambios en los niveles plasmaticos

de LH, FSH o testosterona (269). Sin embargqo otros autores
encontraron que el mismo tratamiento determina una reduccion
significativa de los niveles de testosterona plasmatica

conjuntamente con una marcada reducciétn del peso de la parte ventral
de la proéstata (268). Como se cité anteriormente en nuestras manos
una unica inyecciéon de DZ causa un  incremento transitorio de los
niveles plasmaticos de T apoyando de este modo la hipotsis de un

efecto estimulatorio directo de las BZDs sobre la esteroidogénesis
testicular. La razéon de la discrepancia observada en los diferentes
trabajos comentados puede encontrarse en que los distintos
protocolos experimentales las dosis y las especies animgles varian vy
serfian necesarios experimentos adicionales para establecer los
mecanismos detalladamente.

Sin embarqQo es importante también tener presente la posibilidad de
otros tipos de interacciones de las BZDs sobre el sistema
neuroendécrino, en virtud de la presencia de receptores a BZDs
centrales y periféricos en areas claves de este sistema como son
hipotalamo, hip6fisis y glandula pineal (266 y 267).

Establecer 1la identidad de los ligandos endogenos de estos sitios
facilitarfa en gran medida profundizar el estudio de la funcién de
los RP-BZDs. Nosotros hemos purificado fracciones con actividad
inhibitoria de alqunos tejidos de la rata y en base a nuestros
experimentos y a evidencias previas postulamos a algunas Pfs como
responsables de la actividad inhibitoria. Algunos aspectos de 1la
acciobn de las Pfs sobre los receptores sugieren que tienen un rol
fisiolégico en asociaciédon con estos sitios (271 y 272). En contraste
con la potencia micromolar de DBl-endozepina, las Pfs tienen
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acciones en el rango nM. Por otro lado, la potencia relativa de un
amplio numero de Pfs varia marcadamente, y las mas potentes tienen
actividad fisiolégica. Por ejemplo Hemo, Protoporfirina X,
mesoporfirina IX deuteroporfirina IX son Pfs de origen natural con
afinidad sustancial por estos receptores, los precursores copro vy
uroporfirina son mucho mas débiles que la IX asi como también los
productos de degradacién biliverdina y bilirrubina.

El concepto de Pfs como ligandos endégenos del receptor también
ajusta con la localizacion mitocondrial de los RP-BZDs. Los pasos
iniciales y finales de la biosintesis de Pfs tienen 1lugar en esta
organela y por lo tanto los precursores de IX y heme deben cruzar la
membrana mitocondrial. Algunas proteinas citos6licas usan Pfs como
grupo prostético y otras mitocondriales como los citocromos podrian
tener cierta relevancia o asociacion con los RP-BiIDs. Los citocromos
contienen hemo y se ubican en la membrana interna y la membrana
externa mitocondrial. La alta densidad de RP-BID en 1la corteza
adrenal y en células productoras de esteroides de testiculo y ovario
puede estar asociada a esto ya que los citocromos estan involucrados
en la biosintesis de esteroides adrepales y gonadales. Proteinas
como la triptofanopirroiasa une hemo en forma no covalente y el
nivel de saturacion de pfs determina la actividad enzimatica (43) y
posiblemente algo asi module al RP-BZDs.

A pesar de los esfuerzos realizados por diferentes grupos de
investigacién para dilucidar lo/s compuestos naturales que modulen
endébgenamente al RP-BZD, no se han encontrado hasta el presente

ligandos fisiolébgicos que desempefien tal papel.
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Resumen:

a) Caracterizacion de los RP-BZDs:

1) Se caracteriz6 a los RP-BZDs de diferentes tejidos de la rata por

fijacibn de TH-RO 5-4864.

2) Cationes divalentes como CaZ®*, Co=* y Cd2* modulan la fijacién de
3H-RO 5-4864, sin alterar la uni6bn de antagonistas. Esta regulacion
es temperatura dependiente.

Algunos lipidos modulan al RP-BZD como el AA, el cual muestra un
efecto similar al calcio. Estudios futuros podrian estudiar mas

detal ladamente tal interaccién.

3) Productos farmacolobgicos o de origen natural como el etanol o los

flavonoides reconocen con potencia variada a los RP-BiIDs.

4) Se purificé parcialmente wuna fracciébn capaz de desplazar la
fijacion de H-RO 5-4864 con Rf similar a algunas Pfs naturales.
Se especula sobre 1la posible existencia de ligandos endégenos

fisiolbgicos del RP-BZD.

S5) Se estudi6 la localizacion subcelular de los RP-BZID en células
intersticiales testiculares y se los caracterizé farmacoloégicamente.
Los RP-BZDs resultaron estar especialmente concentrados en las

mitocondrias de este tipo celular.
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Regulacib6n de los RP-BZIDs:

1) Durante el stress agudo aumenta la densidad de RP-BZDs en riffén y

bulbo olfatorio.

2) El tratamiento <cronico con BIDs requla diferencialmente las

propiedades de los RP-BZD en distintos tejidos.

3) El tratamiento crénico con etanol modula las propiedades de los

RP-BZD.
Funci6tn de los RP-BZDs:

1) Se seleccion6b un modelo experimental para el estudio de 1la
funcibn de los RP-BZDs: células testiculares de Leydig.

Se propone y discute el rol de 1las BZDs periféricas sobre la
respuesta esteroidogénica. El RO 5-4864 provoca una estimulaci6on de

la producci6n basal o hCG inducida de testosterona.
2) La disminucién en el numero de RP-BZDs resul tado del tratamiento

crébnico con diazepam correlaciona con una reducci6n marcada en 1la

estimulaci6bn de la produccion de testosterona por RO 5-4864.
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Abreviaturas:

ACN: acetonitrilo

A: Amstrong

BZD: benzodiazepinas

Bmax: n9 maximo de sitios receptores.
°C: grado centigrado

cm: centimetro

Ci/mmol: curie por milimol
cpm: cuentas por minuto

dpm: desintegraciones por minuto
fmol: fentomol

FNZ: flunitrazepam

DZ: diazepam

GABA: Aacido T—-aminobutirico
g: gramos

F-H: tritio

HCl: &acido clorhidrico

Kd: constante de disociaciébn
Ki: constante de inhibici6n
l: litros

nm: nanometro

nM: nanomolar

min: minutos

mCi: milicurie

mg: miligramo

ml: mililitro

mmol: milimol

M: molar

pmol: picomol

PM: peso molecular



pH: —-log [H*]

Pfs: Porfirinas

PK: PK 1195, antagonista del receptor periférico de BZIDs
RO: RO 5-4864, agonista del receptor periférico de BiIDs
RP-BZD: receptor periférico de benzodiazepinas

SNC: sistema nervioso central

TLC: cromatografia en capa delgada

HQ: microgramo

pl: microlitro

uM: micromolar

uCi: microcurie

vol: volumen
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