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Las aproximaciones farmacolégicas ﬁara el tratamiento de las disfunciones cognoscitivas del
envejecimiento normal y patolégico se han basado cldsicamente en la facilitacién de la
neurotransmisioén colinérgica, sin que se hayan obtenido resultados clinicos consistentes. Una
excepcion es la tacrina, utilizada inicialmente por sus propiedades como anticolinesterdsico
pero que a diferencia de otros tratamientos es efectiva en las disfunciones cognoscitivas de
la enfermedad de Alzheimer. El perfil farmacolégico de este firmaco es complejo y su
efectividad podria depender de acciones a diversos niveles. Se ha sugerido que la
interrelacién entre los sistemas colinérgico y noradrenérgico centrales esté implicado en
procesos de plasticidad neural y de memoria y aprendizaje. Por ello, el objetivo central de
esta Tesis ha sido evaluar la posible participacién del sistema B-adrenérgico en la eficacia de
la tacrina sobre el deterioro de la memoria reciente asociado al envejecimiento mediante
abordajes funcionales y neuroquimicos. Los experimentos realizados sugieren que la
capacidéd de la tacrina para reducir los déficits cognoscitivos observables en enimales de 18
meses, correlacina a nivel bioquimico con una altéracién en el siste_ma de transduccién de
seﬁal acoplado al adrenoceptor 8 en corteza cerebral e hipocampo de rata. Esta accién
neuroquimica es especifica de la tacrina y podria reforzar procesos fisiolégicos relacionados
con la consolidacién. La caracterizacién del perfil farmacolégico de esta accién en
experimentos in vitrd sugiere que el formaco no actia directamente sobre el ac}renoceptor 8,
,ya que origina un desplazamiento no paralelo hacia la derecha de la curva concentracién-
respuesta para la isoprenalina, ni directamente sobre el complejo adenilato ciclasa a través
de la subunidad catalitica, ya que tampoco modifica la accidn de la forskolina. Su accién
podria desarrollarse sobre los procesos de degradacién del AMP ciclico en condiciones en
las que se encuentran alterados, como sucede en el envejecimiento. Al analizar la posible
existencia de un componente colinérgico en la accién del formaco, se observé que el bloqueo
de los receptores muscan’hicos previno parcialmente la accién de la tacrina, pero otro
anticolinesterasico, la fisostigmina, no modificé los niveles de AMP ciclico. El sistema
colinérgico podria ejercer un papel permisivo en la accion de la tacrina, de tal manera que
su activaciébn seria necesaria, pero no suficiente, para reproducir su efecto de
restablecimiento de 1a funcién cognoscitiva, reforzando la idea de una posible relacién entre

los sistemas B adrenérgico y colinérgico en el cerebro.
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Los resultados que se presentan sugieren que la efectividad de la tacrina puede depender de
su accion sobre el sistema de transduccién de sefial intracelular acoplada a la activacién del
adrenoceptor 8, lo que la convierte en un instrumento farmacolégico de excepcién para
abordar el tratamiento de las deficiencias cognoscitivas del anciano, al afectar
simultdneamente los sistemas noradrenérgico y colinérgico centrales. Mds atin, el sistema 8-
adrenérgico juega un papel fundamental en la memoria reciente, de forma que el equilibrio

correcto de la respuesta intracelular es crucial para el procesamiento de la informacién.



INTRODUCCION



Introduccién 15

SISTEMA ADRENERGICO CENTRAL. MECANISMOS DE
TRANSDUCCION

La existencia de neuronas noradrenérgicas en el sistema nervioso central fue sugerida por
primera vez por Vogt en 1954, que demostré la presencia de noradrenalina en el cerebro,
con una distribucién que no segufa la de los vasos sanguineos, y por lo tanto, no representaba
la inervacién simpdtica vascular. El desarrollo de un método histoquimico de fluorescencia
para la determinacién de norédrenalina, permitié la demostracién directa de la presencia de
noradrenalina a nivel neuronal. En 1964 Dahlstrom y Fuxe utilizaron esta técnica para
caracterizar la distribucién de la neuronas noradrenérgicas centrales. Estos autores
demostraron que los cuerpos neuronales noradrenérgicos se encontraban confinados en el
tronco del encéfalo en agrupaciones separadas denominadas A,-A,, siendo la mds importante
la A, el locus coeruleus. Este nicleo pigmentado era conocido desde hacia tiempo, pero se
conocia relativamente poco acerca de sus conexiones y de su significacién hasta que se
demostré que estaba enteramente constituido por neuronas noradrenérgicas. En 1979 Moore
y Bloom agruparon todas las demds neuronas noradrenérgicas del tronco del encéfalo en un
dnico sistema no-cerdleo, que denominaron el sistema tegmental ventral. Este sistema incluye
cuerpos celulares bulbares asociados con el niicleo del tracto solitario o el micleo dorsal del

vago, y grupos celulares del tegmentum lateral y grupos celulares pontinos € istmicos. -

El locus coeruleus es un niicleo compacto en la mayor parte de las especies, que se localiza
en la regién alta de la protuberancia. En la rata se compone de una§ 1500 células que
- constituyen el 43% de todas las neuronas noradrenérgicas centrales. El estudio de la
ultraestructura de este nicleo revela la presencia de cuerpos celulares en los que se
demuestran vesiculas de almacenamiento de noradrenalina en las ramas dendriticas y los
terminales axdnicos. Existen miiltiples contactos axodendriticos, axosomdticos y
dendrodendriticos entre tales estructuras noradrenérgiéas (Shimizu y cols, 1979). El locus
coeruleus tiene tres proyecciones principales: ascendentes, descendentes y cerebelosas. La
proyeccion ascendente se ramifica en tres, la via noradrenérgica dorsal, una segunda via que
sigue el fasciculo dorsal longitudinal y una tercera proyeccion en la que las fibras

noradrenérgicas viajan por el tracto tegmental ventral y siguen la via prosencefdlica medial.
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De estas proyecciones la mds importante es la via noradrenérgica dorsal, que asciende en
posicién ventrolateral a la sustancia gris periacueductal, entra en el hipotdlamo y llega al
septum. De alli penetra en el cingulo, junto al que rodea el cuerpo calloso. A lo largo de su
recorrido emite terminaciones a muiltiples niicleos del mesencéfalo (nicleo dorsal del rafe,
tubérculos cuadrigéminos), diencéfalo (varias dreas taldmicas, niicleos hipotaldmicos, nicleos
habenulares) y telencéfalo (amigdala, hipocampo, sustancia innominada, corteza entorrina y
todo la neocorteza). Estudios realizados mediante el uso de lesiones neurotéxicas selectivas
han demostrado que la neocorteza, la formacién hipocdmpica, el cerebelo y varios nicleos
sensoriales reciben su inervacién noradrenérgica exclusivamente del locus coeruleus, mientras
que en el hipotdlamo, el tdlamo, el séptum y el mesencéfalo la inervacién noradrenérgica
procedente del locus coeruleus se ve complementada por proyecciones derivadas de los

niicleos tegmentales laterales.

En cuanto a las otras dos proyecciones que emite el locus coeruleus, una se dirige al
cerebelo, donde inerva tanto la corteza como los niicleos centrales. Por iltimo, la via
descendente originada en el locus coeruleus inerva el niicleo dorsal del vago, el complejo

oliva inferior y las astas anteriores y posteriores a todo lo largo de la médula espinal.

Ademds del locus coeruleus existen otros sistemas noradrenérgicos originados en niicleos
bulbares y pontinos. Su distribucién es més restringida y se solapa parcialmente con la de
este sistema. No inerva a la neocorteza, pero si a la amigdala y al tubérculo olfatorio.

Proyecta masivamente al hipotdlamo, al mesencéfalo, y a algunos niicleos del telencéfalo.

- Por otra parte, el locus coeruleus recibe proyecciones desde muiltiples regiones cerebrales.
Muchas de ellas parecen ser conexiones reciprocas, dado que proceden de dreas cerebrales
que son inervadas desde el locus coeruleus. Entre ellas se encuentra la amigdala o la zona
marginata del asta posterior de la médula espinal. Existen asimismo proyecciones desde los
niicleos del fastigio y los nicleos vestibulares y desde las dreas hipotaldmicas. Sin embargo,
las aferencias mds importantes proceden de dos nicleos bulbares: el nicleo
paragigantocellularis medialis y el nucleo prepositus hypoglosii. Asimismo existen evidencias

de la participacion colinérgica en la transmisién nerviosa del locus coeruleus.
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Las catecolaminas adrenalina y noradenalina se sintetizan y liberan desde las terminaciones
nerviosas y las células cromafines, provocando muiltiples acciones por estimulacién de los
diferentes subtipos de adrenoceptores. La clasificacién de los adrenoceptores en los subtipos
a'y B se debe a Ahlquist (1948). Posteriormente cada tipo se subdividié en base al orden de
potencias de una serie de catecolaminas estructuralmente relacionadas en experimentos de
bafio de 6rgano aislado, asi tenemos los adrenoceptores «; y o, (Langer, 1974) y los 8, y 8,
(Lands y cols, 1967).

Esta aproximacién, apoyada en algunos casos por estudios de fijacién con radioligandos, ha
proporcionado la evidencia de al menos tres subtipos para cada uno de los adrenoceptores
a, (Han y cols, 1987b), «, (Bylund, 1988) y 8 (Kaumann, 1989). La evidencia de maltiples
subtipos de édrenoceptores fue tomada, en principio, con escepticismo especiahﬁente mientras
estuvo basada en estudios de fijacién de radioligandos. Sin embargo, esta clasificacién ha
resultado ser algo conservadora. Los avances de las técnicas de biologia molecular que han:
proporcionado inforrﬁacién estructural definitiva sobre muchos de los nuevos subtipos de

adrenoceptores (Dohlman y cols, 1991; Strosberg, 1991).

Todos los adrenoceptbres de secuencia conocida pertenecen a la familia de receptores
caracterizada por estar ligada a una proteina de fijacién de nucleétidos de guanina (proteina
G), tener siete dominios transmembranarios (Dixon y cols, 1986; Kobilka y cols, 1987a-c;
CotecCh_ia y cols, 1988; Emorine y cols, 1989; Dohlman y cols, 1991), y en el caso de
algunos mejor caracterizados, como el adrenoceptor 8,, se ha demostrado que poseen
regiones que son criticas para el acoplamiento de la protefna G, la activacién bor agonistés,
la fijacién de radioligandos y de las protein kinasa, que pueden ser A y C y la kinasa que

fosforila los adrenoceptores 8 (Dohlman y cols, 1991).

Los adrenoceptores estdn acoplados a sus sistemas efectores por medio de una proteina de
fijacién de nucledtidos de guanina (Birmbaumer, 1990). Esta familia de proteinas son
trimeros, compuestos pdr la subunidad 8 de 35-37 kDa, la subunidad 7 de 8-10kDa y la «
‘de 45-52 kDa. Las subunidades 8 y 7 se encuentran estrechamente asociadas entre si y son

muy similares en las diferentes proteinas G. La subunidad o« se desacopla rdpidamente de la
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subunidad /7 y es muy diferente para cada una de las proteinas G. En estado basal, la
- proteina G se encuentra unida al GDP por el sitio con actividad catalitica GTP4sica de la

subunidad «.

Las interacciones del agonista con el receptor acoplado inducen la liberacién de GDP que es
reemplazado por GTP. El complejo GTP-subunidad « se disocia de las subunidades 8/7,
siendo el complejo Ga-GTP el que interacciona con la proteina efectora. La hidr6lisis del
GTP a GDP por la GTPasa de la subunidad o da como resultado 1a reasociacion con las
subunidades 8/7. La activacién de la proteina G requiere por tanto la asociacién del GTP a
la subunidad o, mientras que la desactivacién necesita de su hidrdlisis a GDP. Es por ello
que los andlogos no hidrolizables del GTP como el guanilil-5’-imidodifosfato [Gpp(NH)p]

activan la proteina G de manera irreversible.

Existen tres grandes subgrupos de adrenoceptores que, a su vez, se acoplan a través de tres
clases de proteina G a sus sistemas efectores (Bylund, 1988). Los adrenoceptores «; se
acoplan a la fosfolipasa C especifica de los fosfoinositidos por una proteina G, probablemente
la G, (Smrcka y cols, 1991), los o, que interaccionan con la adenilato ciclasa a través de la

G; produciendo su inhibicién, y los B que activan la adenilato ciclasa via la proteina G,.

Las protefnas G han sido localizadas por autorradiografia, usando directamente [*H]-GTP o
bien su andlogo no hidrolizable PH]-Gpp(NH)p (Gehlert, 1986; Gehlert y Walmsley, 1986).
En el cerebro de rata, la distribucién resulté ser heterogénea, con niveles altos en el bulbo
olfatorio, corteza cerebral, putamen, caudado, sustancia negra y cerebelo. Sin embargo,
cuando el marcaje se realiza asi no es posible distinguir entre las diferentes proteinas G, ya

que todas fijan nucledtidos de guanina.

Se pueden delimitar las distintas proteinas G utilizando la particularidad de que la subunidad
a difiere entre ellas (Gilman, 1987). ‘Se han preparado y marcado sondas con
oligonucledtidos especificos para identificar, por hibridacién in siru, las diferentes
subunidades G,a en ‘secciones de tejido (Brann y cols, 1987, Largent y cols, 1988). La

hibridacién in situ ha puesto de manifiesto que en el cerebro hay ARN mensajero de la



Introduccién 19

subunidad G, en concentraciones elevadas en el plexo coroideo, hipocampo, cerebelo y
corteza cerebral, y a menores niveles en el globo palido, corteza olfatoria, nicleos taldmicos
y tronco del encéfalo (Largent y cols, 1988). La distribucién del ARN mensajero de la G

en la rata es similar (Brann y cols, 1987).

1. ADRENOCEPTORES ¢,

Como el resto de adrenoceptores, el receptor o, se diferencié originalmente por el orden de
potencias de una serie de agonistas y antagonistas. Asi, los adrenoceptores «, se estimulan
selectivamente con metoxamina o fenilefrina y se bloquean especificamente con prazosin. Sin
embargo, cada vez resulta mds evidente que existen muiltiples subtipos del receptor, en base
a estudios de fijacién de radioligandos, a estudios funcionales y a 1a medida de los niveles

de segundos mensajeros (Minneman, 1988).

Los sitios de ﬁjaciéri identificados por el radioligando (-)-['*I]-BE 2254 son inactivados de
 manera diferencial por el agente alquilante cloroetilclonidina (CEC) en diferentes tejidos. En
higado y bazo, el tratamiento con CEC elimina completamente la fijacién, mientras que en
hipocampo y conducto deferente la cloroetilclonidina carece préctiéamente de efecto (Han y

cols, 1987a).

La inhibicién de la fijacién por WB 4101 y benoxatian también es diferente en higado y bazo
en comparacion con la fijacién observada en el hipocampo y el conducto deferente,‘donde
el antagonista es mds potente pero presentaba un coeficiente de Hill inferior a la unidad (Han
y cols, 1987a).

Estos resultados sugieren la presencia de dos subtipos de adrenoceptores, el a;, y €l o3, en
hipoéampo y conducto deferente de rata. Sin embargo, en higado y bazo la poblacién de
receptores o, es homogénea y se corresponde farmacolégicamente con el subtipo de
adrenoceptores ;5. Ambos subtipos son sensibles a la inhibicién por prazosin, mientras que

el a;, es antagonizado selectivamente por el WB 4101. Ademds este adrenoceptor se acopla
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al canal de calcio sensible a las dihidropiridinas, mientras que el subtipo o, se acopla

directamente a la hidrélisis de fosfoinosétidos (Han y cols, 1987b).

Esta subclasificacion de los adrenoceptores a, en o, y o5, se ha podido confirmar e incluso
ampliar utilizando técnicas de biologia molecular, con las que se han conseguido clonar

varios receptores o,-adrenérgicos distintos.

El primero de ellos presenta alta afinidad por el prazosin y baja afinidad por el WB 4101 y
la fentolamina, se inactiva por CEC y se acopla a la fosfolipasa C especifica de los

fosfoinositidos. Se determiné que pertenecia al subtipo oy (Cotecchia y cols, 1988).

El otro, procedente de cerebro de ratas corresponde al subtipo a,, porque es sensible al WB
4101 y el ARN mensajero que codifica esta secuencia puede ser detectado en muchos tejidos
de rata, entre ellos el conducto deferente, hipocampo, aorta, corazén y bazo (Lomasney y
cols, 1991).

Un nuevo receptor, el o, se ha aislado de un ADN del cerebro de vacas. Este subtipo
presenta la misma afinidad por el prazosin y el WB 4101 que el a,, pero es susceptible a la.

inactivacién por CEC (Schwinn y cols, 1990). .

Los receptores «;-adrenérgicos pertenecen a la clase de receptores que inician su efecto
fisiolégico produciendo cambios en la actividad celular por aumento de los niveles
intracelulares de calcio libre. Este incremento lo consiguen por el acoplamiento, a través de
la proteina G, con la fosfolipasa C que hidroliza el fo;fatidilinositol-l,4,5-trifosfato de la
membrana celular (Berridge, 1984). De la fosfolipasa C dependiente de fosfoinositidos se han

aislado al menos ocho isoenzimas (Crooke y Bennett, 1989).

La estimulacién del receptor conduce a la produccién de segundos mensajeros, que incluyen
el diacilglicerol (DAG), el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP;) y el 1,3,4,5-tetrakisfosfato. Se
han identificado sitios de fijacidn especifica para el diacilglicerol, el IP; y quizds para el

inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato. El diacilglicerol se encarga de estimular la protein kinasa C
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(Nishiuzuka, 1984). El IP; induce la liberaci6én de calcio de sus depésitos intracelulares no
mitocondriales, por la fijacién en sitios localizados en los canales de calcio, reticulo
endoplasmdtico y calciosomas (Streb y cols, 1983; Guillemette y cols, 1987; Berridge e
Irvine, 1989; Challis y cols, 1991). El cerebelo contiene concentraciones particularmente
altas de sitios de fijacién al [’H]-IP;, lo que ha facilitado el aislamiento de una proteina que
probablemente sea el receptor del IP; (Supattapone y cols, 1988; Furiuchi y cols, 1989;
- Mignery y cols, ,1989). El inositol 1,3,4,5-tetrakisfosfato se cree que controla el transporte
de calcio dentro de los almacenamientos sensibles al IP;, pero todos los intentos para
caracterizar un sitio de fijacién en el cerebro no han fructificado todavia. Sin embargo, hay

sitios de fijacion especifica en algunos tejidos periféricos (Nahdrski y Potter, 1989).

Ademds de estimular el metabolismo de los fosfoinositidos de membrana, los receptores a;-

adrenérgicos, también estdn acoplados directamente a la entrada de calcio (canal de calcio

sensible al receptor) (Han y cols, 1987b).

Por otra parte, en el cerebro de los mamiferos la activacion de los receptores a,-adrenérgicos
también aumenta la acumulacién de AMP ciclico y potencia los aumentos en la acumulacién
de AMP ciclico producidos por otros agonistas tales como los agonistas 8-adrenérgicos o la
adenosina (Schultz y Daly, 1973; Daly y cols, 1981). Los aumentos de la acumulacién de
AMP ciclico mediados por los adrenoceptores o, pueden ser secundarios a la hidrolisis de

fosfoinositidos y a aumentos del calcio intracelular (Daly y cols, 1981).

Johnson y Minneman (1987) describieron que la acumulaci6n basal de AMP ciclico mediada
por receptores «, no se afectaba por EGTA, sugiriendo que no es secundaria a la formacién

de fosfatos de inositol en respuesta a la estimulacién «,-adrenérgica.

Los cambios en los niveles de AMP ciclico pueden deberse a modificaciones en el porcentaje
de degradacién. Sin embargo, los aumentos de AMP ciclico observados por Johnson y
Minneman (1987) no se debian a una disminucién de Ia degradacidn ya que los efectos del
potente inhibidor de la fosfodiesterasa, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX), a concentraciones

que aumentan al médximo los niveles basales de AMP ciclico, eran aditivos a los aumentos
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mediados por los receptores o,-adrenérgicos. En estos experimentos también se demuestra
que el aumento de la acumulacién basal de AMP ciclico no depende de la actividad de los

receptores de adenosina.

Por otra parte, el pretratamiento de los tejidos con cloroetilclonidina (CEC), un bloqueante
irreversible de los adrenoceptores «,, disminufa los aumentos del AMP ciclico basal
mediados por adrenoceptores «;. Si la CEC fuera selectiva de los receptores o que median
los aumentos de la acumulacién basal de AMP ciclico, se esperaria que tuviera un escaso
efecto en los receptores del hipocampo donde hay poca o ninguna respuesta del AMP ciclico
basal. Esta prediccién es asi, sugiriendo que los receptores al—adrenéfgicos del hipocampo

no son idénticos a los de la corteza cerebral (Johnson y Minneman, 1987).

Hollingsworth y cols (1986) describieron que agentes que aumentan la actividad de los
canales de sodio, aumentah la acumulacién de AMP ciclico y la formacién de fosfatos de
inositol en sinaptoneurosomas de corteza cerebral de cobayo, sugiriendo que la actividad de
los canales de sodio voltaje-dependientes conducé, via la entrada de iones sodio, a la
activacién del metabolismo del fosfatidilinositol y a la activacién resultante de la protein
kinasa C dependiente del diacilglicerol, que a su vez estd asociada a un aumento de la
respuesta de los sistemas formadores de AMP ciclico en tejidos cerebrales. En contraste,
agentes que afectan el transporte de calcio o su accién no modifican marcadamente ni la
formaci6n de fosfatos de inositol ni la acumulacién de AMP ciclico. En los tejidos cerebrales
parece ser que la activacidn de la protein kinasa C mds que la movilizacién de calcio es la
conexién principal entre el metabolismo de fosfatos de inositol y el aumento en la

acumulacion de AMP ciclico.

De esta manera, los receptores a,-adrenérgicos pueden estar ligados a més de un mecanismo
de transduccién o pueden existir distintos subtipos de adrenoceptores o, cada uno de ellos

acoplado a un mecanismo de transduccién (Garcia-Sainz y Herndndez-Sotomayor, 1985).

Se ha estudiado la localizacién de los adrenoceptores «, en el sistema nervioso central con

técnicas autorradiogrdficas. Los estudios realizados con los radioligandos ['*I]-BE 2254 y
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[’H]-prazosin, que no muestran selectividad por los subtipos a;, 0 o, (Johnson y Minneman,
1986, Morrow y Creese, 1986; Han y cols, 1987b), demuestran grandes concentraciones de
los adrenoceptores «, en el bulbo olfatorio, tdlamo, nicleo geniculado medial y neocorteza

y bajos niveles en el hipocampo (Palacios y cols, 1987).

2. ADRENOCEPTORES o,

Tradicionalmente se han definido los receptores o,-adrenérgicos por presentar alta afinidad
por el agonista clonidina y el antagonista rauwolscina y baja afinidad por el antagonista o,
prazosin. Sin embargo, incluso en los primeros estudios resulté evidente la existencia de
variaciones regionales y entre especies en la afinidad de los fé.rmaéos selectivos para
desplazar al ligando [*H]-rauwolscina de su fijacién especifica al adrenoceptor «, (Cheung
y cols, 1982; Neylon y Summers, 1985). Estudios posteriores realizados con receptores
solubilizados, para eliminar las posibles contribuciones de otros componentes de la

membrana, confirmaron estos hallazgos (Cheung y cols, 1986).

La presencia de multiples subtipos de adrenoceptores o, estd apoyada por varias lineas de
evidencias, la mds potente de las cuales es el clonaje y secuenciacién de cuatro receptores
a,-adrenérgicos. Otras pruebas a favor de la heterogeneidad de este receptor son el desarroilo
dé farmacos especificos para los distintos subtipos como el SKF 104078 (Ruffolo y cols,
1987) y la caracterizacién de varias lineas celulares que expresan un tnico subtipo de

receptores (Bylund y cols, 1988).

Los estudios de fijacién con radioligandos han identificado al menos dos subtipos de
adrenoceptores o, (Bylund, 1985; Boyajian y Leslie, 1987), aunque pueden existir mds. Estos
subtipos se han denominado R,, que es el sitio sensible a la rauwolscina y por el cual es
especifico el B-HT920; y R;, que es el sitio insensible a la rauwolscina, y por el cual es mds
especifica la guanfacina. La clonidina, un agonista «, cldsico, es inespecifica, aunque '

presenta una afinidad algo mayor por el sitio R,.
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Los adrenoceptores a, se acbplan a la adenilato ciclasa a través de la proteina G; y
alternativamente a canales iénicos. Asi, alteran la actividad celular por reduccién de los
niveles intracelulares de AMP ciclico (Gilman, 1984) o bien modificando directamente la
actividad de los canales i6nicos, como la bomba sodio/protones, o los canales de calcio o
potasio (Bylund, 1988).

La distribucidn a nivel del sistema nervioso central de los receptores o,-adrenérgicos es tanto
presindptica en terminaciénes adrenérgicas como a nivel postsindptico en células no
adrenérgicas (U’Prichard y cols, 1979). Hay receptores a,-adrenérgico a nivel de las
terminales nerviosas adrenérgicas, en ellos la noradrenalina inhibe su propia liberacién.
También estdn presentes en muchos terminales nerviosos colinérgicos periféricos, de manera
que la noradrenalina liberada de los nervios simpdticos puede inhibir nervios colinérgicds

adyacentes (Starke y Docherty, 1980).

Se han empleado cinco ligandos para identificar los adrenoceptores o, en el sistema nervioso
central: [*H]-clonidina, p-[3H]-amihoclonidina, [*H]-rauwolscina, *H]-idazoxan y (-)-['*I]-
clonidina. La distribucién de la fijacién para la p-[H]-aminoclonidina y el [*H]-idazoxan es
similar, pero la [H]-rauwolscina marca muchos menos sitios y con una distribucién
diferente. El significado de estas diferencias puede reflejar una fijacién a diferentes subtipos
del adrenoceptor o, (Boyajian y Leslie, 1987). Se ha identificado fijacién al adenoceptor aé
en la corteza cerebral, hipotdlamo, locus coeruleus, nicleo del tracto solitario, rafe y

comisura (Boyajian y cols, 1987).

3. ADRENOCEPTORES 8

Farmacolégicamente, los adrenoceptores B cldsicos se han definido como receptores en los
'cuales la (-)-isoprenalina actia como un agonista y el (-)-propranolol como un antagonista.
Lands y cols (1967) caracterizaron farrﬁacolégicamente los subtipos de adrenoceptores B, y
8,. Mds recientemente el uso de técnicas de biologia molecular ha proporcionado nueva

informacién sobre la estructura y dominios funcionales del receptor B (Tota y cols, 1991).
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Hay compuestos altamente selectivos capaces de discernir los dos subtipos cldsicos de
adrenoceptores B. Los agonistas selectivos incluyen el Ro 363 para el subtipo 8, (McPherson
y cols, 1984) y el procaterol del 8, (Yabuuchi, 1977); mientras que entre los antagonistas
selectivos tenemos para el subtipo 8; el CGP-20712A (Dooley y cols, 1986; Molenaar y
Summers, 1987), cuyo isémero (1) es entre S000 y 10000 veces mds selectivo por este
subtipo (Molenaar y Summers, 1987), y el ICI 118,551 para el subtipo B, (O’Donnell y
Wansté.ll, 1980; Bilski y cols, 1983).

Desde el punto de vista farmacoldgico varias evidencias apoyan la eXisténcia de otros
subtipos de adrenoceptores B diferentes de los cldsicos. Se ha propuesto que los
adrenoceptores B de algunas regiones como el tracto gastrointestinal, el misculo esquelético
y el tejido adiposo son atipicos (Wilson y cols, 1984; Bojanic y cols, 1985). En los
adipocitos los antagonistas propranolol, atenolol e¢ ICI 118,551 muestran valores de pA,
bajos, frente a diferentes agonistas (Harms y cols,‘ 1977; Arch y cols, 1984; Wilson y cols,
1984; Bojanic y cols, 1985). Estos valores de PA, tan bajos indican que el receptor no es de
los subtipos B, o B8, (Arch, 1989), conduciendo al concepto de adrenoceptor 8,.

Se han desarrollado agonistas especificos, como el BRL 28410 y BRL 37344, que estimulan
especificamente la lipdlisis en los adipocitos marrones (Arch y cols, 1984), estimulan el
metabolismo e inhiben la sintesis de glucégeno en el misculo esquelético (Challis y cols,
1988) y causan relajacién de la musculatura lisa del tracto gastrointestinal (MacLaughlin y
MacDonald, 1990).

‘La mayoria de los estudios de fijacién con radioligandos han resultado ser inconcluyentes,
bien por el uso de radioligandos, comb el [*H]-dihidroalprenolol, que presenta baja afinidad
por el receptor 8,, o bien por la presencia en la misma preparacién de los otros dos subtipos
(Arch, 1989). Estudios recientes realizados en musculatura esquéletica de rata indican que
el (-)-[‘25I]-cianopindolol en presencia de propranolol puede identificar el adrenoceptor 8
atipico, mediante experimentos de fijacion de radioligandos o por autorradiografia (Molenaar
y cols, 1992). La aproximacién molecular ha tenido éxito al clonar y secuenciar el

adrenoceptor 8, de varias especies (Emorine y col.f, 1989).
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Los diferentes subtipos del adrenoceptor B estdn acoplados a la adehilato ciclasa a través de
la protefna G, y producen alteraciones de la actividad celular aumentando los niveles
intracelulares de AMP ciclico. Los niveles celulares del segundo mensajero, AMP ciclico
estdn influidos por la actividad de la adenilato ciclasa, la cual es a su vez controlada por la
activaciéh de los receptores unidos a membrana y las proteinas G encargadas de la

transduccién de la sefial.

Hay evidencias bioquimicas (Pfeuffer y cols, 1985; Mollner y Pfeuffer, 1988) y de biologia
molecular (Krupinski y cols, 1989) que sugiere la existencia de varias formas de adenilato
ciclasa con unos pesos moleculares de 115-150 kDa. La principal herramienta para localizar
la adenilato ciclasa es el diterpeno forskolina. La forskolina estimula la adenilato ciclasa
directamente y, a menores concentraciones, aumenta la acumulacién de AMP ciclico en
respuesta a la estimulacién de receptores unidos a la proteina G,. La [*H]-forskolina se une
con alta afinidad a la adenilato ciclasa y existe una excelente correlacién entre la capacidad
de los andlogos para estimular la adenilato ciclasa e inhibir la fijacién de la [*H]-forskolina
(Laurenza y cols, 1989). |

Los estudios bioquimicos realizados con [°H]-forskolina demuestran 1a existencia de dos sitios
de fijacién (Seamon y cols, 1984; McMartin y Summers, 1990) con alta y baja afinidad. En
el cerebro de rata se localizan altas concentraciones de sitios de fijacién en caudado-putamen, -

nicleo accumbens, tubérculo olfatorio, gldbo pdlido y sustancia negra.

El complejo neurotransmisor-receptor acoplado a la adenilato ciclasa consta al menos de tres
componentes. En la sﬁperficie exterior de la membrana se localiza el receptor con el sitio de
fijacién especifica. El segundo componente es una proteina G que puede estimular (G,) o
inhibir (G;, acoplada al adrenoceptor o) la enzima adenilato ciclasa. El tercer componente
es la unidad catalitica, lugar de conversién del ATP a AMP ciclico (Gilman, 1984; Sibley
y Lefkowitz, 1985).

La secuencia de eventos que da lugar a la activacién de la adenilato ciclasa es la siguiente:

la unién del neurotransmisor a un receptor promueve la fijacién de la proteina G,, formando
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un complejo de alta afinidad cuya aparicion es limitante en el proceso de activacién. En
presencia de GTP el complejo se separa del receptor y se convierte en G,-GTP. Este
complejo muéstra menos afinidad por el agonista. El complejo GTP-G, interacciona con la
adenilato ciclasa y activa el sistema enzimdtico, cuya vida estd regulada por la actividad
GTPasa. La proteina G y el medio catalitico son reciclados por accién de la GTPasa, que
convierte GTP unido, en el inactivo GDP (Gilman, 1984; Sibley y Lefkowitz, 1985).

Los antagonistas de los adrenoceptores B, como el propranolol, pueden unirse al receptor y
bloquear el acceso del agonista. La unién del antagonista no promueve la formacién del
complejo agonista-receptor-proteina G, por lo que la adenilato ciclasa no se activa y en

- consecuencia no hay respuesta celular.

Los aumentos intracelulares de AMP ciclico se traducen en la activacién de una protein
vkinasa dependiente de AMP ciclico que media la fosforilacién de las proteinas diana,
provocando las respuestas metabdlicas y ﬁsiolégic;ls en las células. Esta enzima es un
tretimero con dos subunidades regulatorias (R) y dos cataliticas (C). Las subunidades R se
unen al AMP ciclico provocando la disociacién del tetrdmero, que entonces cataliza la
fosforilacién ATP-depéndiente de proteinas que alteran la actividad celular. Se ha detectado
~ la existencia de al menos dos isoenzimas que presentan diferente localizacién y especificidad

por el neurotransmisor (Gundlach y Urosevic, 1989).

El marcaje selectivo de los receptores 8, y Bz-adrenérgicos se consigue con el empleo de
fdrmacos desplazantes altamente selectivos, como el CGP-20712A, que es selectivo del
adrenoceptor B, (Dooley y cols, 1986) o el ICI 118,551, selectivo para el subtipo 8, (Bilski
y cols, 1983). En el cerebro, se encuentran concentraciones elevadas del receptor 8-
adrenérgico en la corteza cerebral, niicleo accumbens, tubérculo olfatorio, globo pilido,
hipocampo, sustancia negra y cerebelo. Atendiendo a los diferentes subtipos en corteza
cerebral, hipocampo y tdlamo el 80-90% aproximadamente, son del sub.tipo B8, (Palacios y
Kuhar, 1982; Rainbow y cols, 1984; Pazos y cols, 1985), mientras que el subtipo B,

representa el 80-90% de los adrenoceptores B totales en el cerebelo (Jones y cols, 1990).
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El hipocampo es la regién del cerebro donde los receptores 8-adrenérgicos muestran el patrén
de distribucién de mayor densidad en el hombre (Reznikoff y cols, 1986; Lemmer y cols,
1993). Ademds se localizan cerca del complejo adenilato ciclasa. Por otra parte, se ha
demostrado, utilizando anticuerpos especificos, que los adrenoceptores B tienen una

localizacién postsindptica en las neuronas (Strader y cols, 1983).

En el hipocampo se han descrito regulaciones a la baja del adrenoceptor 8 provocadas por
la exposici6n a agonistas 8-adrenérgicos, por el tratamiento crénico con desmetilimipramina
o por electroshock, acompaifiadas por una disminucién en el grado de estimulacién de la

formacién de AMP ciclico por noradrenalina y forskolina (Newman y Lerer, 1989).

La desensibilizacién de los recéptores B-adrenérgicos por agonistas implica el
desacoplamiento rdpido del receptor a la adenilato ciclasa, acompanado de una lenta
disminucién y desaparicion de los receptores de la superficie celular (Su y cols, 1980). A
nivel funcional hﬁy una disminucién en la capacidad de los agonistas para estimular la
adenilato ciclasa y modificaciones en las propiedades de unién a receptores por parte de los
agonistas. Los receptores no acoplados son menos capaces de formar el complejo de unién
de alta afinidad (De Lean y cols, 1980). Una parte de los receptores B-adrenérgicos son
internalizados durante la desensibilizacién, quedando secuestrados en vesiculas de membrana
que son deficitarias en adenilato ciclasa: se produce una regulacién a la baja (Sibley y

Lefkowitz, 1985). Cuando el agonista disminuye o desaparece se produce el proceso opuesto.

La desensibilizacién del receptor B, por el tratamiento crénico con antidepresivos, es
responsable de la disminucidn de la respuesta del AMP ciclico a la noradrenalina en
miniprismas de corteza cerebral (Newman y Lerer, 1989). La desensibilizacién puede dar
lugar a un aumento de la adenilato ciclasa cuando la enzima desacoplada es estimulada a

nivel post-receptorial (Newman y cols, 1986; Newman y cols, 1987).
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MODULACION NEUROQUIMICA DE LOS PROCESOS DE MEMORIA
Y APRENDIZAJE ' |

La memoria y el aprendizaje son procesos biolégicos que pueden ser contemplados como una
forma especial de plasticidad, dado que, como consecuencia de la experiencia, se producen
cambios pldsticos tanto en la morfologia cerebral, como en diferentes pardmetros
neuroquimicos y fisiol6gicos en muchas especies y paradigmas experimentales (Rose, 1989).
El aprendizaje y la memoria no se producen aislados de otros procesos cognoscitivos. Lo que
se recuerda y en qué medida se recuerda depende de factores muy diversos tales como el
nivel de atencién y de vigilancia en el momento dél aprendizaje y de la naturaleza de los
acontecimientos que se producen inmediatamente después de que la informacién ha sido
registrada. La experiencia produce cambios pldsticos a nivel neuroquimico pero se ha de
considerar ademds, que determinadas vias o sistemas de neurotransmisién que no son en si
mismas objeto de cambios pldsticos pueden afectar el desarrollo, mantenimiento y expresién

de la plasticidad en los sitios de almacenamiento de ia memoria (Krasne, 1978).

En modelos de conducta animal se ha podido demostrar que gran nimero de firmacos
administrados inmediatamente después de una experiencia pueden alterar o facilitar los
procesos de retencién de la misma. La inyecci6n post-entrenamiento afecta los procesos que
operan inmediatamente después de la adquisicién, pero no el proceso de registro de la
informacidn, procesos especificos de recuerdo o funciones motoras o sensoriales necesarias
para la realizacién del test de conducta. Este hecho conduce a plantear cuiles son los
sistemas de neurotransmisién implicados en la memoria y cémo ejercen su papel modulador.
Sin embargo, a pesar de la existencia en la literatura de numerosos datos experimentales que
apoyan la participacion de diferentes sistemas neuroquimicos en los procesos de adquisicién

y de retencion, el papel concreto de cada uno de ellos no ha podido ser determinado.

Uno de los sistemas de neurotransmisién que se implicé de forma muy inicial en los procesos
de memoria fue el sistema colinérgico central, llegdndose a postular que las sinapsis
colinérgicas podian ser en s{ mismas el sitio de almacenamiento de la memoria (Deutsch,

1971). Sin embargo, la caracterizacién posterior de la distribucién anatémica de este sistema
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de neurotrasmisién, en el que la mayor parte de la acetilcolina de la neocorteza provenia del
prosencéfalo basal, hizo deshechar tal hipétesis. La distribucién ascendente con una amplia
‘proyeccién del sistema colinérgico, sugeria mds bien que se tratara de un sistema de caracter
modulador, mds que un sistema de almacenaje de informacién. Sin embargo, la significacién

del sistema colinérgico como sistema modulador de la memoria no estd clara.

Experimentalmente, se ha podido constatar mediante estudios conductuales la implicacién del
sistema colinérgico en la memoria. Se ha observado que la interrupcién de la transmisién
colinérgica central mediante agentes bloqueantes muscarinicos cldsicos, como la atropina o
la escopolamina pueden interferir tanto con la adquisicién de estimulos aversivos, como con
la ejecucién de diversos hdbitos aprendidos (Hearst, 1959; Buresova y cols, 1964; Aigner
y Mishkin, 1986), Por otra parte, la fisostigmina, al igual que otros agonistas muscarinicos,
son capaces de mejorar la realizacion de determinadas tareas de aprendizaje y memoria

(Deutsch, 1971; Aigner y Mishkin, 1986; Flood, 1988). Mas aiin, los voluntarios jévenes
tratados con escopolamina exhiben disfunciones de memoria similares a las detectadas en
sujetos ancianos normales y en mayor grado en pacientes dementes. Esta disfuncion es
reversible con fisostigmina, sugiriendo que el empeoramiento de la memoria se correlaciona

con la alteracién de la transmisi6n colinérgica (Drachman, 1974).

Posteriormente, la realizacién de estudios sistemdticos (Deutsch, 1971) confirmé la
implicacién de los mecanismos colinérgicos en el aprendizaje y la memoria. Basdndose en
las alteraciones de comportamiento inducidas por firmacos y en la estratégica posicién del
sistema colinérgico en las funciones nerviosas superiores, especialmente el aprendizaje y la
memoria, Bartus y cols (1982) formularon la hipdtesis colinérgica de las disfunciones de
memoria geridtricas, que correlaciona la pérdida de capacidad cognoscitiva que se produce
en sujetos ancianos sanos y en pacientes con enfermedad de Alzheimer, con una eficiencia
disminuida del sistema colinérgico en el prosencéfalo. Esta hipétesis dio lugar al disefio de
varias estrategias terapéuticas cuya finalidad era restablecer la funcionalidad del sistema
colinérgico dafiado, una tendencia que se ha mantenido durante afios, con escaso éxito

clinico.



Introduccién 31

Todos los datos referidos apoyan de forma clara Ia participacién del sistema colinérgico en
los procesos de memoria. Sin ‘embargo, no hemos de olvidar que la influencia de los
formacos de naturaleza colinérgica se diferencia sustancialmente de otras sustancias en la
forma de ejercer sus efectos sobre los procesos de memoria. Asf, son las nicas sustancias
‘para las que se han descrito efectos contrapuestos dependiendo del tiempo que se tarden en
administrar después del entrenamiento (Bures y cols, 1962; Baratti y cols, 1979). Ademds
estas sustancias alteran la realizacién de los test conductuales durante periodos muy
prolongados de tiempo, virtualmente, tanto como perdura el recuerdo de la experiencia

original.

Asi, la inyeccién de oxotremorina, un agonista colinérgico muscarinico muy potente, con
actividad central (Choi y cols, 1973), inmediatamente después de la fase de entrenamiento
mejora la retencién en el test de evitacion pasiva (Baratti y cols, 1970). Esta amina terciaria
' aumenta los niveles cerebrales de acetilcolina y disminuye su velocidad de recambio (Cheney
y Costa, 1977). Por otro lado, ademds de su accién sobre el sistema colinérgico, la
oxotremorina reduce los niveles cerebrales de noradrenalina (Corrodi y cols, 1967; Roger
y Slater, 1971), provoca un aumento en la actividad de la enzima tirosinhidroxilasa, que
interviene en la sintesis de noradrenalina en el locus coeruleus (Lewander y cols, 1979) e
_incrementa la excitabilidad de las neuronas dopaminérgicas centrales. Las catecolaminas
liberadas probablemente por la oxotremorina, pueden modular los procesos neuronales
relacionados con el almacenamiento de informacién novedosa (McGaugh y cols, 1975), ya
que de hecho, algunas de las acciones farmacoldgicas de la oxotremorina son antagonizables
por farmacos que inhiben la funcién adrenérgica (Sharma, 1970). En esta misma linea,
formacos inhibidores de la monoaminoxidasa (MAQ), que pueden prevenir la degradacién
de las catecolaminas liberadas por oxotremorina, potencian la accién de esta sustancia. Asf,
el pretratamiento con inhibidores de la MAO (IMAO), como la nialamida produce, cuando
es administrada juntb con dosis de oxotremorina que no resultan eficaces en las pruebas de
memoria, una clara mejorfa de la retencién (Huygens y cols, 1980). Finalmente, si se
produce una depleccién de catecolaminas éerebrales, como ocurre tras la inyeccién
intracerebro-ventricular de a-metil-p-tirosinmetilester (o-MPT), un inhibidor del enzima

tirosinhidroxilasa (Huygens y cols, 1980) que por si mismo no modifica la retencién, se
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antagoniia el efecto de la inyeccién postentrenamiento de oxotremorina. Todos estos datos
experimentales sugieren que la adecuada funcionalidad de las neuronas catecolaminérgicas
centrales es necesaria para que tenga lugar la mejorfa de la retencién inducida por
oxotremorina (Huygens y cols, 1980). Por lo tanto, el efecto facilitador de la oxotremorina,
no solamente apoya Ia participacion del sistema colinérgico en los procesos de retencion sino

" que sugiere la existencia de una interaccién con los sistemas catecolaminérgicos centrales.

Ademds del deterioro de la neurotransmisién serotoninérgica y noradrenérgica observado en
la enfermedad de Alzheimer, hay evidencias por estudios comportamentales usando animales
y humanos, que estas monoaminas pueden relacionarse con procesos cognoscitivos y de
memoria. Los mecanismos pueden ser directos o indirectos, via interaccién con .otr\os
neurotransmisores O como consecuencia secundaria de otras modulaciones del
comportamiento, como por ejemplo la actividad, la vigilancia, el estado animico, etc
(McEntee y Crook, 1990). ‘

Los cuerpos neuronales noradrenérgicos del locus coeruleus, de los cuales proviene la
noradrenalina presente en el prosencéfalo, se despolarizan con relacién al nivel de vigilancia
del animal, y pueden activarse de forma fdsica por luces, sefiales acisticas u otros estimulos
(Foote y cols, 1983). Ello hace pensar que el locus coeruleus juega un papel importante
activando las neuronas del prosencéfalo frente a la aparicién de estimulos externos para su

procesamiento.

Asi pues, la noradrenalina interviene en las funciones de aprendizaje y memoria, en tanto en
cuanto una vigilancia incrementada puede contribuir a un mejor procesamiento de la
informacién (Saper, 1987). Dado que la formacién de la memoria no tiene lugar
completamente en el rhomento del aprendizaje, podria ser que, ademds, la noradrenalina
influyese en los procesos de aprendizaje y memoria por producir, poco después de completar
el aprendizaje, un estado de atencién incrementada. Aunque la participacién del sistema
noradrenérgico en la memoria y el apréndizaje pé.;ecen claras, el sentido de su accién
moduladora no se conoce bien por el momento y no se ha podido demostrar la participacién

directa de este sistema de neurotransmisién en los procesos cognoscitivos.
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Diversos estudios (Davies y cols, 1974) indican que puede alterarse la retencién con
tratamientos que afectan a los sistemas catecolaminérgicos cerebrales. Se ha sugerido que
manipulaciones farmacoldgicas que producen una facilitacién de la actividad noradrenérgica
en el sistema nervioso centrél mejoran la realizacién cognoscitiva en animales y humanos,
y contrariamente, que su ejecucién empeora si se reduce la actividad noradrenérgica central

(Davis y cols, 1988; Zometzer, 1985).

La depleccion de catecolaminas cerebrales producida por la inyeccién intracerebro-ventricular
preentfenamiento de un inhibidor del enzima tirosinhidroxilasa, como es el o-MPT, no
modifica la retencién de los ratones en el test de evitacién pasiva (Huygens y cols, 1980),
aunque otros trabajos indican que se produce un empeoramiento de la retencién en las tareas
de evitacién pasiva después de la depleccion de catecolaminas (Rake, 1973; McGaugh y cols,
1975; Kai'piak y cols, 1976). Sin embargo, existen datos en la literatura que sugieren que el
papel del sistema noradrenérgico es méds complejo. Asi, se ha demostrado que la activacion
del adrenoceptor «, mejora la memoria reciente (Arnsten y Goldman-Rakic, 1987). Aunque
los autores adscribieron este efecto a una accién fundamentalmente postsindptica, no se puede
- descartar que se trate de un efecto a nivel presindptico, ya que ésta es la localizacién mds
frecuente del adrenoceptor «,, en cuyo caso se produciria una reduccién en la liberacién de

noradrenalina.

La depleccién de noradrenalina presenta efectos poco importantes sobre el aprendizaje y la
mémoria, en comparacién con los provocados tras la disrupcidn de la funcién colinérgica
(Wenk y cols, 1987). Sin embargo, esta depleccién empeora la retencién a largo plazo en las
pruebas de evitacién inhibitoria y de adquisicion de informacién espacial en el test del water-
maze (Prado de Carvalho y Zornetzer, 1981; Decker y McGaugh, 1989). Esta deficiencia
es similar al olvido rdpido caracteristico de los animaies viejos (Ruthrich y cols, 1982;

Zometzer y cols, 1982; Martinez y Rigter, 1983).

Por otra parte, determinadas manipulaciones noradrenérgicas pueden mejorar algunas
deficiencias de aprendizaje y memoria relacionadas con la edad. Asi, existen estudios que

apuntan a que la clonidina puede revertir las deficiencias cognoscitivas en monos viejos



34 NM Vivas

(Arnsten y Goldman-Rakic, 1985). De la misma manera, la estimulacién de la actividad
noradrenérgica central parece mejorar la retencién en el test de evitacién pasiva en ratones

viejos (Zome;zer, 1985).

En estudios de condicionamiento cldsico (McCormick y Thompson, 1982) se demostré que
la lesién bilateral del locus coeruleus, que como hemos mencionado anteriormente constituye
la fuente de aferencias noradrenérgicas del prosencéfalo, no afecta el proceso de adquisicién
en conejos. La lesion electrolitica de este mismo niicleo, que consigue una depleccién de mas
del 80% de la noradrenalina del prosencéfalo, no modifica el aprendizaje en un laberinto en
T (Mason, 1981). Son necesarias lesiones pricticamente totales de las neuronas
noradrenérgicas para apreciar algin efecto conductual en ratas jévenes. Esto sucede por causa
de la rdpida recuperacion del sistema noradrenérgico, probablemente debida a que el sistema
del locus coeruleus es capaz de compensar una lesién parcial, por ejemplo aumentando la
sintesis de noradrenalina, sin que se produzca una hipoestimulacién significativa de los
adrenoceptores «, (Abercrombie y Zigmond, 1989). Por lo tanto, la falta de efecto de las
lesiones noradrenérgicas a nivel experimental puede ser debida en parte a la rdpida

recuperacion de este sistema o bien a que su papel modulador es mds complejo.

La participacién del sistema noradrenérgico en procesos cognoscitivos se refleja asimismo
en estudios electroencefalograficos en los que se analiza la actividad taldmica. La actividad
eléctrica de la neocorteza en las ratas jévenes se caracteriza por una actividad
electroencefalografica desincronizada. Sin embargo, cuando el animal permanece inmdvil y
despierto, se producen ondas breves de alta frecuencia, que representan las oscilaciones

taldmicas.

,El sistema noradrenérgico del locus coerulueus inerva los micleos taldmicos, modulando su

actividad eléctrica a través de receptores a-adrenérgicos (McCormick y Prince, 1988;
McCormick, 1989) y afectando asi las oscilaciones taldmicas (Buzsdki y cols, 1990). La
estimulacidén de los adrenoceptores «, taldmicos produée una disminucién de la conductancia
en reposo al potasio, resultando en un enlentecimiento de la despolarizacién de membrana
(McCormick y Prince, 1988).
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Un abordaje diferente de la cuestién es estudiar enfermos cuyo sistema nbradrenérgico se
encuentra lesionado. Un ejemplo de ello serian los pacientes con sindrome de Korsakoff, en
los cjue se observan deficiencias cognoscitivas tras el abuso continuado de alcohol. En estos
pacientes se ha podido evidenciar una depleccién cerebral de noradrenalina, de forma que
en un estudio con nueve pacientes alcohdlicos, McEntee y Mair (1978) pudieron
correlacionar la gravedad de la alteracién de la memoria con la concentracién del 4cido 3-
metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG), principal metabolito de la noradrenalina, detectable

facilmente en liquido cefalorraquideo obtenido a nivel lumbar.

Si bien las evidencias experimentales presentadas sugieren la participacién del sistema
noradrenérgico en la memoria y el aprendizaje, el mecanismo intimo de su accién
moduladora no ha podido ser establecido, al menos por el momento. Una posibilidad que se
contempla es que exista una interaccién entre los sistemas noradrenérgico y colinérgico a
nivel central, que podria modular los procesos de aprendizaje y memoria. En efecto, la.
interaccién entre ambos sistemas en el cerebro parece jugar un papel importante en el
proceso de aprendizaje y la memoria (Kruglikov, 1982; Decker y Gallagher, 1987), asi como
en la plasticidad neural (Bear y Singer, 1986). En efecto, parece claro que ambos sistemas
de neurotrasmisién modulan de forma conjunta la plasticidad neural a nivel cortical -
(Kasamatsu, 1983). Asf por ejemplo, se ha podido observar en cortes finos de hipocampo de
rata incubados con noradrenalina, un incremento de la duracién de los cambios sindpticos
producidos en las fibras musgosas tras la estimulacién de alta frecuencia (Hopkins y
Johnston, 1984).

A nivel neuroquimico, se conoce perfectamente que la horadrenalina disminuye Ia liberacién
de acetilcolina en los terminales nerviosos colinérgicos de la corteza cerebral, tanto en tejido
aislado como in vivo (Vizi, 1980; Moroni y cols, 1983). Este efecto es mediado,
aparentemente, por un mecanismo directo a nivel del receptor a-adrenérgico en las terminales
colinérgicas e indirectamente a través de la modulacién noradrenérgica de la liberacién de
dcido r-aminobutirico (GABA) (Beani y cols, 1986). Por el contrario, la liberaciéon de
noradrenalina en el 4rea medial septal aumenta el recambio de acetilcolina en el hipocampo

(Robinson y cols, 1978).
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Por otra parte, en sinaptosomas de hipocampo, la estimulacién muscarinica inhibe la sintesis
de noradrenalina por una accién mediada a través de receptores muscarinicos del subtipo M;,
y simultdneamente inhibe la liberacién de noradrenalina a través de receptores M, (Birch y
Fillenz, 1986). Del mismo modo, también las neuronas del locus coeruleus pueden estar

influidas por accién de la acetilcolina, a través de receptores M, (Eagan y North, 1985).

Asi pues vemos que diferentes estudios conductuales han podido demostrar, que, si bien la
noradrenalina per se no modifica la formacién de la memoria, es capaz de ejercer un efecto
sinérgico con la modulacién del sistema colinérgico y esta interaccién podria involucrar

mecanismos B-adrenérgicos (Decker y cols, 1990).

De todo lo que se ha referido en apartados anteriores se desprende que los adrenoceptores
a y B parecen jugar un importante papel en el nivel de atencién, en el estado animico y en
la memoria, asi como en las modificaciones de estas funciones asociadas con la edad
(Scarpace y Abrass, 1988). Es por ello que el andlisis de su nimero y su funcionalidad
pueden ser claves para comprender el deterioro cognoscitivo. El hecho de que se haya
constatado la lesién del sistema noradrenérgico con la edad hace plausible inferir que exista

un deterioro en los sistemas de adrenoceptores.

En los procesos de memoria también intervienen otros sistemas de neurotransmision, entre
ellos los que emplean amino4cidos, tanto excitatorios como inhibitorios. Asi, se ha observado
que la D-cicloserina, un agonista parcial que puede activar el sitio de la glicina en ausencia
o a bajas concentraciones de ésta, pero que se vuelve un inhibidor cuando aumenta la
concentracién de glicina, mejora la ejecucion de tareas de aprendizaje en las ratas (Monaghan
y cols, 1989), y revierte las deficiencias de memoria inducidas con escopolamina en

voluntariqs jovenes y adultos (Wesnes y cols, 1991a,b).

Ademds el milacemide, un firmaco que puede ser metabolizado in vivo a glicina, aumenta
el aprendizaje en ratas normales y en aquellas con amnesia inducida por firmacos
(Handelmann y cols, 1989).
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ALTERACIONES NEUROQUIMICAS DURANTE EL
ENVEJECIMIENTO Y PROCESOS PATOLOGICOS RELACIONADOS

El trastorno global de las funciones intelectuales superiores que se produce durante el
envejecimiento es un sindrome frecuente tanto en personas normales como en aquellas
afectadas de enfermedades degenerativas del sistema nervioso central. La fisiopatologia de
tales procesos es compleja, y de hecho las alteraciones morfolégicas y neuroquimicas que se
observan en el anciano presentan diferencias cuantitativas mds que cualitativas respecto a las
acaecidas en la demencia senil. Asi, las modificaciones neurodegenerativas en enfermedades
como la de Alzheimer podrian estar basadas en alteraciones de los sistemas de
neurotransmision centrales similares a las que se producen durante el envejecimiento normal,
de forma que las bases fisiopatoldgicas del deterioro cognoscitivo serian similares en ambos
casos. En aquellas situaciones en que estos cambios son mds acusados se relacionan con las
caracteristicas clinicas de la demencia, las cuales abarcan desde pérdida de la memoria y

desorientacién visoespacial hasta rasgos psicéticos como depresion.

A pesar de que el riesgo de demencia aumenta exponencialmente después de la década de los
setenta, la prevalencia alcanza un 13-22% entre los 85-89 aiios de edad (Hofman y cols,
1991; Rocca y cols, 1991). La enfermedad de Alzheimer estd asociada a depdsitos de placas
néun’ticas que contienen una protefna amiloide y ovillos de neurofibras, y es la mds comin
de las demencias (Rocca y cols, 1991). Una asuncién generalizada acerca de la demencia del
tipo Alzheimer es que las vias neuronales corticales intrinsecas estdn destruidas,
constituyendo el nicleo de sucesos neurodegenerativos de la enfermedad. La presencia de
numerosas placas neﬁrfticas y de nudos neurofibrilares en dreas como el hipocampo y la
corteza entorrinal (Ince y cols, 1991), sugieren un compromiso primario de las neuronas
intrinsecas en estas dreas, con alteraciones concomitantes en los sistemas que proyectan hacia
la corteza colinérgica, noradrenérgica y serotoninérgica. Como la méyon’a de las neuronas
intrinsecas utilizan aminodcidos excitatorios (dcido glutdmico o aspdrtico) o 4cido 7-
aminobutirico (GABA) como neurotransmisor, se ha supuesto que en esta enfermedad hay

alteraciones de estos sistemas.
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Sin embargo, los mecanismos moleculares de los procesos neurodegenerativos que tienen
lugar durante el envejecimiento normal y patolégico del sistema nervioso no se conocen bien.
En general, se ha encontrado que muchas funciones del sistema nervioso central disminuyen
con el proceso de envejecimiento. Diversos datos experimentales sugieren que primariamente
se produce una disminucién en la capacidad para mantener la homeostasis, de forma que con
la edad diminuyen muchas respuestas tanto hormonales como a neurotransmisores, a
diferentes niveles (Roth, 1984). Durante el proceso de envejecimiento puede haber una
disminucién persistente de las aferencias neuronales causada, por ejemplo, por degeneracion
neuronal, o quiz4s por una disminucién del input hormonal causado por una disminucién de
la funcién de las gldndulas endocrinas (Weiss y cols, 1984). Generalmente los organismos
jovenes pueden compensar esta disminucién adaptando la densidad de sus réceptores
postsindpticos (Cantor y cols, 1981). En edades avanzadas estos mecanismos de regulacién
para determinados receptores parecen ser deficientes, dando lugar a una disminucion,
relacionada con la edad, de la capacidad para compensar los cambios del entorno hormonal
o neuronal (Freilich y Weiss, 1983). Esto se puede apreciar por la menor capacidad de

sintesis de receptores en animales viejos (Zhou y cols, 1984; Greenberg y cols, 1985).

En los dltimos afios se ha desarrollado un interés considerable en la patologia neuroquimica
de las enfermedades neurodegenerativas,' como las enfermedades de Alzheimer, de
Huntington o de Parkinson. El andlisis del estado de los sistemas de neurotransmisién puede
proporcibnar una valiosa informacion acerca de la selectividad del proceso degenerativo. En
fases tempranas de la enfermedad pueden aparecer anomalfas en la transmisién sindptica en
un sistema neuronal intacto, pero a medida que avanza la enfermedad se hace patente la
alteracién de los diferentes elementos pre y postsindpticos. En esta situacién, el receptor
podria estar afectado primariamente, y las alteraciones en su nimero podrian ser motivadas
por cambios en la sintesis, degradacién o modulacién de los receptores (Scarpace y Abrass,
1988).

La mayor parte de los estudios se limitan a medir formacién, concentracién y degradacién
de neurotransmisores que documentan las modificaciones en los principales sistemas de

neurotransmisién, a nivel postsindptico. El andlisis se restringe generalmente a la
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determinacién de la densidad de los diferentes receptores mediante estudios de fijacién de
radioligandos. Desgraciadamente, una fijacién de ligandos al receptor inalterada no implica
necesariamente un acoplamiento normal del receptor con el sistema de formacién de segundos
mensajeros (Ohm y cols, 1989). Es por ello que en estudios recientes se ha empezado a
analizar la integridad funcional de los sistemas efectores celulares en las enfermedades
neurodegenerativas. Esto resulta fundamental, ya que las estrategias terapéuticas mds
frecuentemente utilizadas en las deficiencias cognoscitivas de la enfermedad de Alzheimer
se basan en la restitucion de los sistemas de neurotransmision afectados, y asumen que el
receptor se encuentra funcionalmente intacto, de forma que el incremento de la actividad
sindptica, mediante la administracién de agonistas u otras estrategias, se traducirfa en un

aumento de la respuesta postsindptica.

Una cuestién clave en la interpretacién de las consecuencias clinicas de la alteracién de los
sistemas de neurotransmisores en la demencia es la significacién funcional de los cambios
neuroquimicos 0 neuropatolGgicos que tienen lugar. El cerebro posee un alto grado de
redundancia o capacidad compensatoria de tal forma que muchas alteraciones pueden no ser
clinicamente relevantes, a pesar de estar claramente relacionados con la etiologia de la
enfermedad. En cualquier caso, la demostracién de los déficits neuroquimicos asociados a
los diferentes sistemas de neurotransmisién, ademds de proporcionar informacién acerca del
proceso anatomopatolégico, brinda una base racional para el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas.

1. MODIFICACIONES DEL SISTEMA COLINERGICO

Entre las anomalias de neurotransmisores mds documentadas y aparentemente primarias en
la enfermedad de Alzheimer se encuentra la pérdida de marcadores colinérgicos en la corteza
cerebral. Esta pérdida es mayor en las regiones temporales, incluyendo el hipocampo, y se
relacionan mds estrechamente con las deficiencias cognoscitivas, fundamentalmente con la

pérdida de memoria (Perry y cols, 1978).
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Una actividad colinérgica reducida en la demencia del tipo Alzheimer se ha hecho
responsable de al menos algunos de los sintomas de la enfermedad, especialmente de las
deficiencias de memoria (Whitehouse y cols, 1982; Coyle y cols, 1983). Estd bien
establecido que 1la sintesis de acetilcolina, la actividad acetilcolintransferasa y
acetilcolinesterasa y la recaptacién de colina estdn sustancialmente disminuidas en los
cerebros de enfermos de Alzheimer (Davis y Maloney, 1976; Perry y cols, 1977; Sims y
cols, 1983).

Los datos bioquimicos y neurofarmacoldgicos acerca de la alteracién de la acetilcolina han
dado lugar a la formulacién de la hipétesis colinérgica de la disfuncién geridtrica de los
procesos cognoscitivos (Bartus y cols, 1982). En su formulacién mds simple, esta teoria
propone que el sistema colinérgico ascendente, como componente del sistema activador
ascendente de la corteza cerebral, es un determinante fundamental de los déficits funcionales

que se observan en la enfermedad de Alzheimer.

Sin embargo, estd bien establecido que la enfermedad de Alzheimer no sélo afecta al sistema
colinérgico, sino también a sistemas peptidérgicos y catecolaminérgicos (Haroutunian y cols,
1988). Estos datos podrian explicar el hecho de que estudios recientes realizados en humanos
indican que los firmacos antimuscarinicos, como la escopolamina, no son un modelo para
las deficiencias cognoscitivas vistas en la enfermedad de Alzheimer (Fibiger, 1991). En
efecto, las deficiencias especificas producidas por la escopolamina en humanos difieren
sustancialmente de las que aparecen en la enfermedad de Alzheimer (Beatty y cols, 1982,
1988, Troster y cols, 1989), de hecho estas diferencias tienen mds peso que las similitudes.
Existen diferenbias, por ejemplo, en el patréh de cambios del flujo sanguineo cerebral
producido por la escopolamina y el observado en los enfermos de Alzheimér (Honer y cols,
1988). Esto no sorprende porque mientras los antagonistas muscarinicos producen un bloqueo
agudo y corto de los receptores muscarinicos, principalmente postsindpticos, en la
enfermedad de Alzheimer los desérdenes son irreversibles, crénicos, de progresién lenta y
ademds de las alteraciones colinérgicas presindpticas hay alteraciones patoldgicas en el resto
de sistemas de neurotransmisién. Adem&s, como también existen alteracionés de los

receptores nicotinicos, los antagonistas muscarinicos no pueden ser el modelo ideal de las
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deficiencias cognoscitivas de esta enfermedad. Sin embargo, la razén de mds peso para
deshechar el modelo de la escopolamina como modelo del deterioro cognoscitivo que se
produce en el envejecimiento y la demencia es que la lesién Simple del sistema colinérgico
no es suficiente para explicar la cohorte de sintomas y hallazgos neuropatoldgicos y

neuroquimicos que se producen en tales procesos.

Las primeras evidencias de la alteracion de este sistema de neurotrasmision parte de estudios
post mortem en corteza cerebral de pacientes con la enfermedad de Alzheimer en los que se
observa menor actividad acetilcolintransferasa respecto a casos control. Recientemente se ha
descrito una pérdida del 60% de la actividad acetilcolintransferasa hipocdmpica en sujetos
no-dementes de entre 30 y 100 aiios, frente a un 70% de reduccién en los ancianos dementes
(Perry y cols, 1992). La acetilcolintransferasa es una enzima necesaria para la sintesis de
acetilcolina, que se encuentra confinada en las neuronas colinérgicas. Tiene la ventaja de
mantenerse relativamente estable después del fallecimiento (al contrario que la acetilcolina),’
por lo que puede utilizarse como marcador post mortem de la integridad de las neuronas

colinérgicas.

También se ha demostrado una disminucién de la actividad del enzima acetilcolinesterasa en
la enfermedad de Alzheimer. Davies y Maloney (1976) observaron que los niveles de los
enzimas acetilcolintransferasa y acetilcolinesterasa estaban marcadamente disminuidos en los
cerebros de pacientes de la enfermedad de Alzheimer, principalmente en corteza cerebral,
correlacionando, ademds, con las zonas que contienen mayor densidad de ovillos
neurofibrilares. Mesulam y cols (1987) observaron que en pacientes de Alzheimer los axones
que normalmente contenfan acetilcolinesterasa estaban gravemente disminuidos. También
vieron actividad butirilcolinesterdsica en los ovillos y las placas neurofibrilares, cuando este

enzima no suele ser visible en axones.

Las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal degeneran en el curso de la enfermedad de
Alzheimer, conduciendo a una disminucidn de los marcadores colinérgicos de 1a neocorteza.
Esta pérdida neuronal se produce fundamentalmente-en el niicleo basal de Meynert, que es

la principal fuente de la entrada colinérgica extrinseca al hipocampo. Ademds el nicleo basal
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de Meynert €s una parte especializada del sistema general de activacién ascendente (Buzsdki
y cols, 1988).

La interaccién de los receptores muscarinicos M, con la proteina G puede estar deteriorada
en la enfermedad de Alzheimer cuando se mide por la modulacién con nucleétidos de guanina
de la fijacién de pirenzepina en corteza parietal (Smith y cols, 1987). La respuesta al
nucleétido de guanina se ve disminuida un 50% en la enfermedad de Alzheimer frente al
control. La disfuncién del complejo colinérgico del prosencéfalo basal especialmente de la
via septo-hipocdmpica, puede estar relacionada con las deficiencias de aprendizaje espacial

en ratas viejas (Fischer y cols, 1989; Brandeis y cols, 1990; Gallagher y cols, 1990).

2. ALTERACIONES DEL SISTEMA NORADRENERGICO |

Se ha podido demostrar que la neurotransmisién adrenérgica empeora en el curso del
envejecimiento normal y estd sustancialmente disminuida en la demencia del tipo Alzheimer,
con una profunda pérdida de células catecolaminérgicas del locus coeruleus (Bondareff y
cols, 1982; Carlsson, 1987). Ello ha llevado a postular que las alteraciones de la
neurotransmisién noradrenérgica central podrian contribuir al empeoramiento de las funciones
cognoscitivas y en las deficiencias de memoria asociadas al envejecimiento y a la enfermedad
de Alzheimer. El deterioro observado podria, ademds tener relacién con el que se produce

en el sistema colinérgico (Coyle y cols, 1983; Mann, 1983; Decker, 1987).

Se ha sugerido que la disfuncién noradrenérgica puede contribuir a las deficiencias de
memoria relacionadas con la edad (Zornetzer, 1985; McEntee y Crook, 1990). La activacién
de las neuronas del locus coeruleus puede disminuir con la edad (Olpe y Steimann, 1982) al
igual que el contenido de noradrenalina en neocorteza (Luine y cols, 1990), hipotdlamo y
cerebro medio de rafas viejas (Rogers y Bloom, 1985). Sin embargo, algunos estudios
sugieren que la activacién de las neuronas noradrénérgicas puede no haber disminuido e
incluso podria aumentar en la corteza cerebral y el hipocampo de ratas viejas (Buu y
Bebinsld, 1990; Valjakka y cols, 1990). Por el contrario, se ha observado un aumento de la
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concentracién plasmdtica de noradrenalina con la edad, que puede deberse a una mayor
actividad del enzima dopamina-8-hidroxilasa que aumenta con la edad en las gldndulas

adrenales de rata (Banerji y cols, 1984) y en suero humano (Freedman y cols, 1972).

La actividad metabdlica y neurofisiolégica de las neuronas noradrenérgicas del locus
coeruleus disminuye con el envejecimiento (Olpe, 1982; Mclntosh y Westfal, 1987). Las
fibras ascendentes del locus coeruleus pueden activar las neuronas colinérgicas del niicleo
basal de Meynert (Zaborsky y cols, 1992). Sin embargo, en estudios recientes se ha visto que
las lesiones noradrenérgicas no afectan la actividad ‘del sistema colinérgico ntcleo basal-
corteza, ni la actividad acetilcolintransferasa o la recaptacion de alta afinidad de colina en

ratas jévenes (Riekkinen y cols, 1990b).

Es tentador especular que las lesiones noradrenérgicas pueden producir mayores deficiencias
funcionz«iles y bioquimicas en las ratas viejas que en las jévenes, dado que el sistema locus
coeruleus disminuye con la edad (Leslie y cols, 1985 ; Valjakka y cols, 1990). Por ejemplo,
la actividad neurofisioldgica y metabélica de las neuronas del locus coeruleus disminuyen con
la edad (Olpe, 1982; Mcintosh y Westfal, 1987). La depleccién parcial de noradrenalina
puede aumentar la actividad eléctrica si, como parece, los mecanismos de recuperacion de
las neuronas noradrenérgicas estdn comprometidos en las ratas viejas (Riekkinen y cols,
1990a). Ademds la deprivacién de las aferencias noradrenérgicas ascendentes sobre las
neuronas colinérgicas daiadas del nicleo basal de Meynert en las ratas viejas, puede producir

una mayor disrregulacién y pérdida de funciones colinérgicas (Riekkinen y cols, 1990a).

Valjakke y cols (1990) han descrito que los niveles de noradrenalina en corteza cerebral,
hipocampo y prosencéfalo se encuentran aumentados en las ratas Wistar viejas. Ellos
sugieren que podrfa existir una relaciébn con una disminucién de la liberacién del

neurotransmisor.

Riekkinen y cols (1992) han observado que las ratas viejas tratadas con la toxina
noradrenérgica, clorhidrato de N-(2-cloroetil)-n-etil-2-bromobencilamina (DSP-4) tienen

niveles de noradrenalina significativamente menores. Es razonable pensar que las
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modificaciones metabdlicas que sufre el sistema noradrenérgico haga que las ratas viejas sean
mds sensibles a las propiedades neurotdéxicas del DSP-4 que las ratas jévenes. Ademds estos
autores comprobaron que la lesion noradrenérgica no afecta la actividad colinérgica del
nicleo basal de Meynert que proyecta sobre la corteza cerebral, ni tampoco la actividad
acetilcolintranferasa de la corteza frontal ni en ratas jévenes ni en viejas. Esto sugiere que
la deprivacién de las aferencias noradrenérgicas ascendentes a las neuronas colinérgicas
dafiadas del niicleo basal de Meynert, no compromete la actividad metabdlica de estas

neuronas en ratas viejas.

Parece que una proporcién significativa de pacientes de Alzheimer tienen una depleccidn
considerable de noradrenalina en corteza cerebral y muestran un recambio disminuido de este
neurotransmisor. Sin embargo, otros estudios sugieren que ni los niveles de nordrenalina ni
de sus metabolitos se modifican con la edad en la corteza cerebral (Moretti y cols, 1987).
Estas deficiencias corticales estin acopladas con una apreciable pérdida de células
pigmentadas del locus coeruleus. En general, parece que las mayores deficiencias

noradrenérgicas estdn asociadas a la enfermedad de Alzheimer de aparicién temprana.

Se van acumulando evidencias que sugieren que las deficiencias noradrenérgicas (pérdida
celular en el locus coeruleus, o de neutransmisores de la corteza cerebral o bien de los
niveles de sus metabolitos) son mds marcadas en pacientes diagnosticados de demencia que
presentan una depresién concomitante. Esta observacién es consistente con la hipdtesis

noradrenérgica de la depresién (Zubenko y cols, 1990).

En tejidos procedentes de autopsias de pécientes de la enfermedad de Alzheimer los sitios de
fijacién a-adrenérgicos, que podrian localizarse a nivel de las terminales noradrenérgicas
presindpticas, disminuyen asi como los niveles de noradrenalina del nicleo basal de
Meynert/sustancia innominata. Estas deficiencias pueden empeorar la funcién de las ya
comprometidas neuronas colinérgicas del prosencéfalo. Es posible que las deficiencias
noradrenérgicas puedan influir la respuesta del sistema nervioso central a los fdrmacos
colinomiméticos y podria indicar la necesidad de un ﬁatamiénto con fdrmacos combinados

que potencien ambos sistemas.
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Algunos estudios han mostrado que las deficiencias de memoria pueden tener una relacién
paralela en ratas jévenes y viejas con lesiones de la fimbria-fornix, que interrumpen las
aferencias y eferencias de la formacién hipocdmpica (Dunnett y cols, 1988; Kametani y cols,
1989). Se ha sugerido que un sistema noradrenérgico superactivo agravaria las deficiencias
de aprendizaje relacionadas con lesiones colinérgicas, en ratas con la fimbria-fornix lesionada
(Sara, 1989). Ademds, las deficiencias de aprendizaje inducidas por lesiones de esta regién
son parcialmente aliviadas por depresién de la actividad noradrenérgica usando clonidina, un
agonista a,-adrenérgico, o por lesiones parciales del sistema noradrenérgico con DSP-4
(Sara, 1989).

El contenido en noradrenalina de Ia corteza cerebral no correlaciona significativamente con
el aprendizaje/memoria espacial puesto de manifiesto con los tests del water-maze o el
circular-maze, pero correlaciona con la realizacién del T-maze en ratas viejas (Markowska
y cols, 1989). Gallagher y cois (1990) encontraron que el contenido en noradrenalina de la
corteza frontal estaba ligeramente aumentado en las ratas Viejas, especialmente en los
individuos con deficiencias en el water-maze, pero encontraron mejores correlaciones entre

la disfuncidn colinérgica y la capacidad de aprendizaje en el water-maze.

En las ratas viejas el contenido en noradrenalina a nivel hipocdmpico no se afecta y no
correlaciona con la realizacién en el laberinto radial (Luine y cols, 1990). Estos resultados
no sugieren ninguna relacién consistente entre las deficiencias de memoria espacial
relacionadas con la edad y la funcién noradrenérgica presindptica. Los efectos de la
administracién de DSP-4 en este tipo de memoria difieren entre ratas jévenes y viejas. La
adquisicion de la tarea en el water-maze estaba marcadamente deteriorada en las ratas viejas,

pero mejoraba en las jévenes (Sirvid y cols, 1991).

Las lesiones con DSP-4 pueden agravar las deficiencias en la adquisicién inducidas por
escopolamina en la tarea del water-maze en ratas jévenes, aunque no afectan la adquisicién
en las ratas control (Riekkinen y cols, 1990). Asi, es posible que la depleccién parcial de
noradrenalina empeore el uso de algunas estrategias de aprendizaje que no estdn

interrumpidas por la disfuncién colinérgica o el envejecimiento, pero son importantes para
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las ratas jévenes tratadas con escopolamina o en las ratas viejas, para la solucién de tareas
de navegacién espacial (Whishaw, 1985). Se ha sugerido que lesiones de la banda
noradrenérgica dorsal afectan dnicamente a la atencién espacial en ratas adultas (Warren y
cols, 1989; Selden y cols, 1990).

Los datos referentes a las modificaciones de los receptores o con la edad son contradictorios.
Es posible que si se distingue entre los distintos tipos de receptores o pre y postsindpticos,
se encuentre el patrén de cambios con la edad (Docherty y Hyland, 1986). Parece que podria
haber una sensibilidad disminuida de los receptores «, presindpticos, pero no de los «;-
postsindpticos en las ratas viejas, al menos en términos de la inhibicién de un agonista
exdgeno o a la respuesta fisioldgica a un unico estimulo (Docherty y O’Malley, 1983). La
menor sensibilidad a la noradrenalina de los receptores o, presindpticos se esperaria que diera
como resultado un aumento en la transmisién nerviosa y, si estos cambios tiene lugar en el
hombre, podrian explicar en parte los niveles plasmdticos elevados para la noradrenalina
durante la vejez. También parece disminuir la respuesta postsindptica mediada por receptores
o, en viejos a nivel vascular, esto explicaria porque es mds frecuente la hipotensién postural

en los ancianos (Docherty y Hyland, 1986).

La sintesis de receptores o también estd deteriorada con la edad. Parece ser que al envejecer
disminuye la capacidad de sintesis proteica tanto en células aisladas como en miniprismas
cerebrales. El hecho de que en el estado de equilibrio estacionario el nimero de receptores
a no varie con la edad, al menos en este tejido, puede sugerir que también hay una
disminucién del porcentaje de degradacién de los receptores, paralelo a la disminucién de
su sintesis. Asi, el recambio de la proteina receptora puede estar disminuido durante el

proceso de envejecimiento (Zhou y cols, 1984).

En roedores la mayorfa de los estudios parecen indicar descensos en 'el nimero méaximo de
sitios de fijacién especifica del [*H]-prazosin en los animales viejos, sin que se modifique su
constante de disociaci6n del receptor'a,—adrenérgico (Misra y cols, 1980; Greenberg y Weiss,
1983).
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Dado que existe una depleccién de catecolaminas en la corteza prefrontal de los primates
ancianos (Goldman-Rakic y Brown, 1981), los agonistas a,-adrenérgicos podrian mimetizar
la noradrenalina perdida. En contraste, los efectos de empeoramiento de la cognicién de los
agonistas a, podrian deberse a acciories de los firmacos sobre receptores presinapticos

(Arnsten y cols, 1988).

Como es sabido los agonistas a,-adrenérgicos producen hipotensién, sedacién (Dollery y
cols, 1975) y mejoran las deficiencias cognoscitivas en diferentes especies animales (Hunt
y cols, 1985; Haroutunian y cols, 1990; Schneider y Kovelowski, 1990). La mejoria
cognoscitiva probablemente se produzca por accién sobre los receptores «, postsindpticos de
la corteza prefrontal, probablemente del subtipo R; (Arnsten y Goldman-Rakic, 1985). Por
el contrario, la capacidad para disminuir la presién arterial e inducir sedacién o empeorar
la ejecucidn cognoscitiva se asocia al subtipo R, (Arnsten y cols, 1988). La guanfacina
produce mejoras cognoscitivas de larga duracién sugiriendo una accién del firmaco en el
sistema de segundos mensajeros (Arnsten y cols, .1988). En general, los agonistas o,-
adrenérgicos inhiben la actividad adenilato ciclasa (Kuno y cols, 1990). Sin embargo, el
agonista a,-adrenérgico, UK-14304 facilita la actividad adenilato ciclasa en neocorteza de
rata, posiblemente pdr estimulacién selectiva del subtipo R; (Pilc y Enna, 1986). Este
agonista mejora la realizacién cognoscitiva de monos viejos a dosis bajas. Este efecto se
blOcjuea con el antagonista a,-adrenérgico idazoxan (Amsten y Leslie, 1991). En este mismo
estudio se constata que cuanto mayor es la diferencia entre las afinidades por los subtipos R;
y R,, mayor es la separacién entre las dosis que mejoran la memoria y las dosis que inducen
sedacién y disminucién de la presién arterial. Cuanto mds selectivo es un agonista por el sitio
R; mayor serda 1a dosis que se podrd usar para aumentar la memoria. Por tanto, un buen
predictor de la efectividad de estos formacos serd, mds que el valor de su constante de
inhibici6n frente a cada uno de los subtipos de receptores, la relacién de afinidades por los

sitios R; y R, (Arnsten y Leslie, 1991).

La mayoria de los receptores a;,-adrenérgicos de membranas procedentes de cerebro de ratén,
parecen encontrarse en el estado de alta afinidad para el agonista, ya que el nimero méximo

de sitios de fijacién, determinados como fijacién especifica de [*H]-yohimbina y [*H]-UK
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14304, bajo las mismas condiciones experimentales, no son diferentes (Gelbmann y Miiller,

1990). Las constantes de afinidad para ambos radioligandos no varian en el curso del

envejecimiento normal y son similares en los cerebros de ratones jévenes y viejos. Ademds
el nimero médximo de receptores a,-adrenérgicos determinados por la fijacién especifica de

la [*H]-yohimbina no es distinto entre animales jévenes y viejos (Gelbmann y Miiller, 1990).

Sin embargo, en el cerebro de ratones viejos se encontré una disminucién significativa de
aproximadamente el 30% de los sitios de fijacién de alta afinidad para el agonista, que varian

desde el 90% presente en los jévenes hasta el 69% de los viejos. Esto podria explicar las
disfunciones de la neurotransmisién noradrenérgica central relacionadas con la edad (Arnsten

y Goldman-Rakic, 1987; Davis y cols, 1988).. También podria explicar los efectos

beneficiosos del tratamiento con agonistas o,-adrenérgicos, como la clonidina, en la
realizacién de tareas cognoscitivas en animales viejos, pero no en los jévenes (Arnsten y

Goldman-Rakic, 1985 y 1987; Joly y Sanger, 1988).

Por otra parte, en conducto deferente de rata vieja parece haber una disminucién de la
sensibilidad de los receptores a,-adrenérgicos a la noradrenalina y en consecuencia aumenta

la transmisién de estos nervios (Docherty y O’Malley, 1985).

Parece ser que, en general, los receptores 8 disminuyen con la edad. En corteza cerebral los
datos son poco claros, aunque parece que la densidad de receptores no varfa. Cross y cols
(1984) observaron que aparentemente la fijacién con radioligandos al adrenoceptor 8 no estd

alterada en el hipocampo de los enfermos de Alzheimer.

~ Como ya hemos visto, parece existir una disminucién de los receptores 8 con la edad.
Ademds hay deficiencias para la recuperacién de la densidad de receptores B en tejido
cerebral de ratas viejas después de producir una denervacién (Weiss y cols, 1980), o tras
producir una regulacién a la baja por administracién repetida de desmetilimipramina. Esto
indicarfa que la sintesis de receptores B puede empeorar con la edad. Asf se explicaria la
pérdida de estos receptores en det‘ernﬁnadas dreas cerebrales con la edad (Greenberg y Weiss,
1983).
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Se ha postulado que la desensibilizacién de los receptores 8 puede dar lugar a un aumento
en la actividad de la adenilato ciclasa cuando el enzima es estimulado por agentes que actian
lejos del receptor como el NaF, [Gpp(NH)p] o forskolina, en una preparacién (membranas)
donde el acoplamiento receptor-adenilato ciclasa es bajo (Vetulani y cols, 1976; Bergstrom
y Kellar, 1979). '

Las ratas adultas sufren procesos de regulacién a la baja de la misma manera que las j6venes,
sin embargo, no son capaces de regular al alza. Esto sugiere defectos en la sintesis o
regeneracién de los adrenoceptores o (Zhou y Weiss, 1984) y B (Greenberg, 1986) con Ia
edad.

Asi pues, la inervacién noradrenérgica del cerebro anterior parece actuar en concierto con
las neuronas colinérgicas, dado que la destruccién de este sistema aumenta la sensibilidad a
la escopolamina en ratas con depleccién de la inervacién cdlinérgica cortical (Sahgal y cols, .
1990). Everitt y cols (1990) arguyeron que el sistema noradrenérgico del locus
coeruleus/corteza cerebral puede tener un papel muy importante en los procesos cognoscitivos

y de memoria, via el control del 4nimo y esto podria tener gran relevancia en la demencia.

Los resultados de dos estudios en los cuales los agonistas az-adrenérgicos,v clonidina y
guanfacina, administrados a dosis bajas en monos viejos, mejoraban las tareas de respuesta
retardada, ofreciendo apoyo a que el reemplazo noradrenérgico directo puede ser beneficioso
en la demencia. Sin embargo, esto no se ha demostrado todavia. En un pequefio estudio
doble ciego realizado con 8 pacientes de Alzheimer, se sugiere que no hay mejorfas
cognoscitivas en respuesta a la clonidina ni después de administrar dosis que causan efectos

adversos (Mohr y cols, 1989).

3. OTROS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION CENTRALES

La relevancia clinica de las anormalidades en los sistemas de neurotransmision

catecolaminérgicos centrales no estd clara. Se han descrito alteraciones en los sistemas
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serotoninérgico y dopaminérgico del sistema nervioso central. La participacién de cada uno

de ellos, sin embargo no estd bien establecida.

En general, parece que los tratamientos disefiados para aumentar la funcién serotoninérgica
tienden a empeorar la memoria Ademds los antagonistas de la serotonina y la depleccién
neurotéxica de este neurotransmisor en el hipocampo pueden aumentar la cognicién. Sin
embargo, bloqueadores putativos de la recaptacién de serotonina han demostrado que mejoran
el aprendizaje y la memoria. A pesar de que existen claras indicaciones de interaccién
serotonina/acetilcolina, permanece poco claro si estos sistemas neuronales se antagonizan o

se potencian.

La administracién de inhibidores de la recaptacién de serotonina o de un precursor de este
neurotransmisor puede potenciar la accién de los agonistas muscarinicos y aliviar el deterioro
de la adquisicidn y la retencion en el test de evitacién activa, producida por la escopolamina
(Hunter, 1989).

Por otra parte la depleccién neurotéxica de serotonina del prosencéfalo aumenta los
pfoblemas de aprendizaje y memoria causados por lesién de las vias colinérgicas septo-
hipocdmpicas, a pesar de que la medida de los niveles o. de la liberacién de acetilcolina o
serotonina indican que los dos sistemas son mituamente inhibitorios (McEntee y Crook,
1991). Posiblemente pueda ser el balance entre la neurotransmisién serotoninérgica y
colinérgica (y posiblemente serotoninérgica y noradrenérgica) el que es significativo sobre

la cognicién y la memoria, mds que los niveles de los sistemas individuales.

Se han apreciado aumentos en los niveles de serotonina en distintas dreas del cerebro de ratas
viejas, como son la corteza fronto-parietal y el hipocampo. Sin embargo, en otras regiones,
como el complejo caudado-putamen, no se observan estas alteraciones. Por otra parte,
también se ha visto que en estos mismos animales se reduce la densidad de fibras
serotoninérgicas, especialmente es hipocampo y corteza fronto-parietal (Van Luijtelaar y cols,
1992). Esto. podria indicar un aumento de la sintesis o una disminucién de la degradacién de

la serotonina, relacionada con el envejecimiento.
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En el caso del sistema dopaminérgico mesocortical, a pesar de que parece claro que este
sistema juega un papel importante en las deficiencias cognoscitivas asociadas a la enfermedad
de Parkinson, existen pocos datos que apoyen la implicacién de la dopamina en la

enfermedad de Alzheimer.

Se ha sugerido una alteracion funcional de los receptores dopaminérgicos D, en la
enfermedad de Alzheimer (De Keyser y cols, 1990). A pesar de que el nimero total de.
receptores D, es similar en la corteza frontal de pacientes con Alzheimer y en los controles,
hay una disminucién significativa de los sitios de alta afinidad en el grupo enfermo (18% en
enfermos de Alzheimer, frente a 35% en controles). Este estado de alta afinidad por el

receptor se genera durante la interaccién entre el agonista, el receptor y la proteina G.

A pesar de que se ha inferido que los sistemas de aminodcidos excitatorios presindpticos estdn
involucrados en la enfermedad de Alzheimer, sus respectivos receptores parecen estar
estructuralmente intactos y su concentracién en dreas como el hipocampo y la corteza,
afectadas en la demencia, indicarian que podrian ser unos buenos bbjetivos anatémicos para
la terapéutica. Hay evidencias de que los receptores NMDA, AMPA y del subtipo
metabotrépico se relacionan con los fenémenos dé potenciacién a largo plazo, donde la
excitacién inicial de vias neuronales, caracteristicamente en el hipocampo, pueden aumentar
subsecuentemente la transmisién (Izquierdo, 1991). Este proceso se cree que es un

componente probable del aprendizaje y el almacenamiento de memoria.

Ademds la posible implicacién de estos sistemas de neurotransmisién se ve reforzada por el
hecho de que en la enfermedad de Alzheimer los efectos toxicos de los aminodcidos

excitatorios estdn facilitados por la proteina 8-amiloide (Koh y cols, 1990).

Por otra parte, en el hipocampo de ratas que han sufrido lesiones de la corteza entorrinal y
en pacientes de Alzheimer, que mostraron patologias extensivas de esta regién cerebral, se
observé un aumento de la fijacién del kainato asociada con un aumento de la descarga axonal
de las neuronas supervivientes (Geddes y cols, 1985). A pesar de que este descubrimiento

no se confirmé en otro estudio con pacientes de Alzheimer (Represa y cols, 1988), en ellos
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el ARN mensajero del receptor kainato/ AMPA estaba aumentado en el subculiculum y en el

drea CA4 del hipocampo (Harrison y cols, 1990).

Estudios histolégicos y neurofarmacoldgicos sugieren que los péptidos pueden estar ligados
a la transmisién colinérgica en particular con neuronas que contienen acetilcolina,
posiblemente modulando su liberacién o viceversa, siendo su liberaciéon modulada por
receptores de la acetilcolina. La galanina, un péptido que en animales se localiza
parcialmente con la acetilcolina en células de los nicleos prosencefélicos de la base y que
inhibe la liberacién de acetilcolina en el hipocampo, se preserva en el hipocampo de los

pacientes de Alzheimer (Ikeda y cols, 1991).

4. ALTERACIONES DE LOS SISTEMAS DE TRANSDUCCION DE SENAL .

Para evaluar completamente el significado de las alteraciones en el funcionamiento de los
neurotransmisores durante la demencia y para predecir la eficacia de la terapia relacionada
con neurotransmisores, se debe evaluar la sefial transmembrana del receptor en la demencia.
Ademds del nimero de célAulas, las alteraciones de los mecanismos moleculares pueden
modificar los procesos bioquimicos de la respuesta celular. Como los sistemas de
transduccién se componen de varias unidades (Neer y Clapham, 1988) la supresi6n del efecto

de la edad puede estar presente a cualquier nivel de la cadena de transduccién.

Los receptores a los neurotransmisores son, o bien parte de un complejo transmembrana
polimérico, el cual forma un canal i6nico que se dispara por un ligando (glutamato, GABA,
nicotinico), o bien interaccionan con proteinas G (noradrenalina, serotonina, histamina,
muscarinico) la cual a su vez reacciona con moléculas efectoras tales como la adenilato
ciclasa o la fosfolipasa C, que modulan los niveles celulares del segundo mensajero: AMP
ciclico o trifosfato de inositol mds diacilglicerol. Existen algunas indicaciones de que las
deficiencias en la transmisién neuronal durante la demencia no se limitan a los niveles de
. neurotransmisor o de sus receptores, sino que se prolongan en el funcionamiento de los

receptores cerebrales, el acoplamiento a proteinas G y la sintesis de segundos mensajeros.
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La medida de receptores in vitro, por marcaje radiactivo o inmunohistoquimico, no da
indicaciones del estado funcional del receptor o de su capacidad para desencadenar la cascada
de segundos mensajeros. Sin embargo, la fijacién con ligandos especificos que se unen a un
sitio del canal iénico que tnicamente es accesible cuando el canal estd en la conformacién
abierta, se ha usado para dar una indicacién de la capacidad de agonistas y antagonistas para

abrir y cerrar el canal acoplado al ligando.

Utilizando [PH]JMK-801, un antagonista de los receptores NMDA, en homogeneizados de
membranas de corteza cerebral, Procter yb cols (1989) encontraron que la capacidad del
glutamato para abrir el canal asociado al receptor NMDA, est4 preservada en la enfermedad
de Alzheimer. Sin embargo, se observa una menor respuesta celular al coagonista glicina en
la corteza frontal de los enfermos de Alzheimer. Desafortunadamente no se ha podido aplicar
esta aproximacidn al receptor nicotinico, seguramente por su escaso nimero en la corteza

cerebral y por su répida desensibilizacién (Court y cols, 1990).

McLaughlin y cols (1991) midieron los niveles de la subunidad « de la proteina G, ligada a
la adenilato ciclasa y de la G, (proteina G sin una funcién asignada) y no encontraron
modificaciones ni en la corteza frontal ni en el hipocampo de los enfermos de Alzheimer. El
ARN mensajero de la subunidad o de la G, se ha descrito que estd aumentado en hipocampo
y corteza temporal, pero no en tejido procedente del cerebelo de pacientes con enfermedad
de Alzheimer. Sin embargo, éste también era el caso de un grupo mixto de pacientes
dementes, no del tipo Alzheimer, por lo que la interpretacién de los datos es comi)licada por
los efectos tan profundos y variables que provocan los estados agénicos en los niveles

individuales de ARN mensajero (Harrison y cols, 1991a,b).

Se ha descrito que los niveles basales de AMP ciclico y la actividad adenilato ciclasa no
varian en el cerebro con la edad, particularmente no es as{ para corteza cerebral ni para
hipocampo (Schmidt y Thornberry, 1978). Sin embargo, empleando homogeneizados de
hipocampo procedentes de pacientes de la enfermedad de Alzheimer, sugiere un deterioro de
la produccién de AMP ciclico basal, asi como de su acumulacién después de estimular con

isoprenalina, en comparacién con el grupo de valores control (Ohm y cols, 1989).
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La activacién de la adenilato ciclasa con GTP, NaF o manganeso no se modifica con la edad,
sugiriendo la integridad del enzima a lo largo de la vida (Rabin, 1986). Sin embargo, la
actividad adenilato ciclasa puede verse limitada por la disponibilidad de receptores.
~ Alternativamente podria explicarse la modificacién de la formacién de AMP ciclico por la
existencia un defecto en el acoplamiento receptor-adenilato ciclasa (Scarpace y Abrass,
1986).

También se ha sugerido un deterioro de lla produccién de AMP ciclico en repuesta a la
forskolina, en los enfermos de Alzheimer. Este firmaco estimula la actividad adenilato
ciclasa directamente a concentraciones micromolarés e interacciona con la G,-adenilato ciclasa
a concentraciones nanomolares (Seamon y cols, 1981). Esta deficiencia podria indicar la
posibilidad de una disminucién en la actividad de la adenilato ciclasa o en la interaccién G,-

adenilato ciclasa en la enfermedad de Alzheimer.

A pesar de que ‘los descubrimientos de Danielsson y cols (1988) no apoyan esto, se han
encontrado disminuciones en los sitios de alta afinidad para la [*H]-forskolina, en la corteza
frontal (pero no en la temporal) de pacientes con Alzheimer en comparacién con controles
de edad similar (Dewar y cols, 1990). Danielsson y cols (1988) observaron que en pacientes
de Alzheimer la actividad basal de la adenilato ciclasa era significativamente mayor en el
hipocampo, mientras que la estimulacién de la.adenilato ciclasa con el péptido intestinal
vasoactivo o con forskolina no se diferenciaba de los controles. Sin embargo, el hecho de que
estos autores usaran en sus experimentos un débil inhibidor de la fosfodiesterasa, como es
la teofilina (1 mM), que puede no ser suficiente para bloquear la degradacién del AMP
ciclico durante el proceso de incubacién de 15 minutos, podrfa explicar porque no se

apreciaron modificaciones de los niveles de AMP ciclico.

- Estos cambios se observan tambien en tejidos periféricos. Con la edad en el pulmdn se
producen cambios en el sistema de transduccién B-adrenérgico: hay aumentos en la densidad
de receptores y disminuciones en el porcentaje de sitios de alta afinidad para el agonista y
en consecuencia no se modifica la sintesis de AMP ciclico promovida por agonistas

(Vanscheeuwijck y cols, 1989). En el pulmén de la rata predomina el subtipo 8, (Barnett y
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cols, 1978) mientras que en rifién es mayoritario el 8, (Brodde, 1982; Michel y cols, 1987).
En las ratas adultas la actividad adenilato ciclasa estdi aumentada en el rifién. Tras la
estimulacién con GTP, {Gpp(NH)p] y forskolina el aumento neto era mayor en animales

viejos. Esto no es asi para el NaF (Vanscheeuwijck y cols, 1990).

A pesar de que existen alteraciones a diferentes niveles de la cadena, la estimulacién con
agonistas da lugar a una sintesis d¢ AMP ciclico comparable en jévenes y viejos. Esto
sugiere que los mecanismos homeostédticos permanecen activos con la edad en pulmén de rata
(Vanscheeuwijck y cols, 1989). En los animales viejos, y en el rifién, la densidad de
receptores se dobla y la afinidad por el sitio de fijacién es la mitad. Adémés, en los animales
viejos disminuye el porcentaje de sitios de alta afinidad para el agonista isoprenalina. Sin
embargo, las diferencias observadas en la produccién de AMP ciclico estimulada por
agonistas en los dos grupos de edad, es probablemente de importancia limitada

(Vanscheeuwijck y cols, 1990).

Como ya se ha comentado, la estimulacién de los receptores ligados a la hidrélisis del
fosfatidilindsitol—4,S—bis-fosfato genera inositol 1,4,5-trifosfato (que libera calcio de los
| depdsitos intracelulares) y diacilglicerol (que activa la protein kinasa C) (Berridge e Irvine,
1984; Huang, 1989). Existen indicaciones de deterioro en esta cascada de sefiales durante la
enfermedad de Alzheimer. Por un lado tenemos que el nivel de fosfoinositido, un precursor
del fosfatidilinositol-4,5-bis-fosfato estd disminuido en la corteza temporal de los enfermos

de Alzheimer (Stokes y Hawthorn, 1987).

Por otra parte, los receptores «,-adrenérgicos de la corteza cerebral de ratas viejas estdn
acoplados mds eficientemente a la hidrélisis de fosfoinositidos, como se observa por la menor
concentracion eficaz 50 de la noradrenalina para la estimulacién de la formacién de fosfatos
de inositol (Miyamoto y cols, 1990). Una posible explicacién al aumento en la formaci6n
dé fosfatos de inositol, asociada a una disminucién de los sitios de fijacién, ‘'serfa un cambio
en la estequiometria del receptor, la proteina G. y/o la fosfolipasa C con la edad. Asf, una
mayor proporcién de fosfolipasa C podria ser activada por la interaccién de un solo receptor

con la proteina G, en membranas de corteza cerebral de ratas adultas (Litosch, 1987).
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En la corteza parietal de los enfermos de Alzheirﬁer, el trifosfato de inositol parece estar
disminuido un 50-70%. Sin embargo, no se han detectado pérdidas en otras regiones
cerébrales, como son la corteza frontal, occipital o temporal, el nicleo caudado o la amigdala
(Young y cols, 1988).

Cole y cols (1988) observaron que el sitio diana del diacilglicerol, la protein kinasa C,
también se encuentraba disminuida, aproximadamente un 50% en la corteza frontal de
enfermos de Alzheimer. Sin embargo, esto no se ha confirmado en un estudio mds reciente,
en €l cual la pérdida de fijacién del [*H]-12,13-dibutirato de forbol en homogeneizados de
secciones de tejidos de hipocampo y corteza (temporal y frontal) no se detecta para enfermos
de Alzheimer (Horsburgh y cols, 1991).

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Es importante considerar que el envejecimiento normal, por si mismo, resulta en una pérdida
significativa de la actividad de algunos neurotransmisores, por ejemplo la acetilcolina,
especialmente en dreas tales como el hipocampo. Esta pérdida da lugar a un deterioro global,
aunque no detectable, de las funciones cognoscitivas, pero que bien puede ser responsable
de los deterioros menores de memoria asociados con la edad. Estas deficiencias resultan

mucho mds evidentes en los casos de demencia.

1. TERAPIA COLINERGICA

Los sujetos ancianos pueden mostrar enipeoramientos en la memoria a corto y largo plazo
(Pontecorvo y cols, 1988; Armsten y Goldman-Rakic, 1990; Bartus y Dean, 1990). La
fbr’macién. hipocimpica juega un importante papel en la memoria representacional y su
disfuncién puede contribuir a las deficiencias de aprendizaje/ memoria espacial observadas en
ratas viejas (Barnes, 1988; Gallagher y Pelleymounter, 1988).
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Se han empleado cuatro estrategias en un intento por corregir esta deficiencia de acetilcolina,
a saber, 1) administracién del precursor, 2) administracién de agonistas nicotinicos y
muscarinicos, 3) inhibidores de la acetilcolinesterasa (fisostigmina y tacrina), 4) combinacién
de precursores e inhibidores de la acetilcolinesterasa. Una terapia paliativa préctica para la
enfermedad de Alzheimer deberd aliviar la carga diaria que sufren los cuidadores de estos
enfermos o enlentecer la progresién del mal, previniendo el rdpido desencadenamiento de la

dependencia e incapacidad.

El tratamiento de los pacientes con precursores, como colina o fosfatidilcolina (lecitina), se
- realiz6 asumiendo que un aumento de la disponibilidad del precursor conduciria a un
“incremento de la sintesis y eventualmente de la liberacién de acetilcolina. Sin embargo, los
estudios han puesto de manifiesto que el tratamiento con precursores resulta inefectivo
(Bartus y cols, 1982). Ni siquiera cuando el tratamiento se prolonga durante un afio 0 més

se observan resultados positivos (Levy y cols, 1983; Little y cols, 1985).

Durante muchos afios, los clinicos y cientificos han estado buscando reemplazar los
neurotransmisores perdidos en la demencia, de forma andloga a la administracién de L-Dopa
en la enfermedad de Parkinson. Parece que pese a que la terapéutica colinérgica no ha sido
muy exitosa, pueden haber indicios que favorecen este aspecto de la investigacién. Los
pacientes de Alzheimer pueden ir deteriordndose durante afos, sin embargo, ahora parece

que este progreso podria ser frenado con una terapia adecuada (Court y Perry, 1991). |

Una gran iniciativa terapéutica en los ultimos 10 afios ha incluido el uso de agonistas
muscarinicos. Este tratamiento resulta racional en vista del malfuncionamiento de las
neuronas colinérgicas en la demencia y la aparente preservaciéon de los receptores
muscarinicos, édemés de los bien establecidos efectos pnemotécnicos de los fiarmacos
muscarinicos (Dunnett y cols, 1991). Los agonistas arecolina, betanecol, oxotremorina y
RS86 (bromhidrato de 2-etil-8-metil-2,8-diazoespiro-4,5-decan-1,3-diona) se han usado en
una serie de ensayos con pacientes de Alzheimer con resultados algo controvertidos (Gray

y cols, 1989).
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La administracién intravenosa de arecolina en ensayos doble ciego, provoca una mejoria en
la reélizacién del test de reconocimiento de fotografias, pero no en otros test de memoria o
aprendizaje; ademds a dosis altas provoca retraso psicomotor (Christie y cols, 1981; Tariot
y cols, 1988).

En otros estudios en los que se administra betanecol directamente en los ventriculos
cerebrales para minimizar los efectos adversos periféricos, no se observaron signos de
mejoria de la memoria, sin embargo, si que se pudieron observar mejorias del movimiento
e incluso del comportamiento en algunos pacientes (Penn y cols, 1988; Wilson y Martin,
1988). | o

En contraste, en un ensayo doble ciego, empleando oxotremorina por via oral con siete
pacientes con sintomas de probable enfermedad de Alzheimer, cinco desarrollaron sintomas
graves de depresion, lo que es compatible con la teorfa de la hiperactividad colinérgica en

. 1a' depresién (Davis y cols, 1978).

Ensayos realizados con RS86 administrado oralmente, sugieren pequefias o ninguna. mejoria
de la ejecucion cognoscitiva y del comportamiento en algunos pacientes (Hollander y cols,
1987; Mouradian y cols, 1988). Sin embargo, el firmaco causé una amplia variedad de
efectos adversos como sudoracion, aumento de la salivacién, sincope, dolor abdominal y
angina, impidiendo su uso en muchos pacientes. Esto dificulta, por tanto, su utilizacién como

agente terapéutico.

Diferentes estudios ponen de manifiesto que, en el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer, también podrian tener utilidad los firmacos que estimulan los receptores
nicotinicos. Esto es asi porque los receptores nicotinicos presindpticos estdn situados en
neuronas dopaminérgicas y colinérgicas de la corteza cerebralqy el hipoéampo. Se ha visto
que la estimulacidn in vitro de estos receptores estimula la liberacién de neurotransmisores
(Rowell y Winkler, 1984; Rapier y cols, 1988) e inhibe la recaptacion de dopamina en el

estriado (Izenwasser y cols, 1991).
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En diferentes estudios clinicos, se ha observado que a determinadas dosis la inyeccién
intravenosa de nicotina mejora la atencién en la enfermedad de Alzheimer. Ademds se ha
observado que fumar cigarrillos tiene un efecto protector contra la enfermedad de Alzheimer,
retrasando la aparicion de los sintomas una media de seis afios en los casos preseniles (Van

Duijn y Hofman, 1991).

Sin embargo, la terapia con agonistas puede ser menos apropiada que la terapia
- anticolinesterdsica, ya que los receptores podrian estar expuestos a niveles constantes de
agonistas, lo que puede tener distintas consecuencias fisiolégicas en la liberacién natural de
agonista por las terminales nerviosas. Aumentar la a_ccién del agonista liberado naturalmente
por un inhibidor de la acetilcolinesterasa, parece que restablecerd la funcionalidad con mayor

probabilidad.

Las enzimas acetil y butirilcolinesterasa parecen estar secuestrados en las placas y ovillos del -
cerebro de los pacientes de la enfermedad de Alzheimer (Mesulam y cols, 1987). Ademds
de su actividad esterdsica estas enzimas son potentes proteasas. Estos autores sugieren que
su accién proteolitica puede transformar un precursor amiloide neuronal o circulante en la
subunidad insoluble encdntrada en las placas y ovillos. Alternativamente, esta actividad
podria contribuir a los cambios degenerativos de las proteinas del citoesqueleto y asf conducir
a la formacién de placas y ovillos. La sintesis proteica estd también involucrada en la
formacién de la memoria, asf una funcién anormal de una proteasa podrfa interrumpir este
proceso. Si estas especulaciones son correctas entonces los inhibidores de la
acetilcolinesterasa podrian detener el progreso de la enfermedad de Alzheimer. A parte de
esto, estd claro que la distribucién de la esterasas es anormal en los' cerebros enfermos, y
ésto podria afectar su accién sobre la hidrélisis de acetilcolina. Sin embargo, el aumento del
efecto de la acetilcolina liberada naturalmente por la tacrina debe ser una parte importante

de su accion.

El hecho de que la acetilcolinesterasa esté disminuida en la enfermedad de Alzheimer sugiere
que, con una dosificacion apropiada, los inhibidores de la acetilcolinesterasa pueden ser

selectivamente efectivos en las dreas cerebrales afectadas. Los resultados obtenidos con
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experimentacién animal han demostrado los efectos potencialmente beneficiosos de los

inhibidores de la acetilcolinesterasa.

Entre los ensayos clinicos con pacientes de Alzheimer aquellos que usan inhibidores de la
acetilcolinesterasa son los que demuestran mejores resultados. Sin embargo, las mejorias de

memoria y cognicién en estos pacientes es muy limitada.

La fisostigmina es un inhibidor de la acetilcolinesterasa reversible utilizado en el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer. En el rango de dosis toleradas por la mayorfa de los
pacientes, 1a fisostigmina inhibe aproximadamente un 25 % de la acetilcolinesterasa plasmdtica
y aproximadamente un 11% de la acetilcolinesterasa eritrocitaria a los 60 minutos de la

ingesta (Sherman y Messamore, 1988).

Hallak y Giacobini (1986) detectaron aumentos de 2-3 veces la concentracién de acetilcolina
en cerebros de ratas tratadas con fisostigmina. Si estos pequeinos aumentos son los que se dan
en los pacientes, no serdn suficientes para restablecer la funcién colinérgica (Thal y cols,
1988).

La administracién oral de fisostigmina por un plazo largo de tiempo (Stern y cols, 1988; Thal
y cols, 1989; Harrell y cols, 1990), puede mejorar la memoria y las pruebas de
comportamiento de la enfermedad de Alzheimer, a peSar de que la administracién aguda no
lo hace (Jenike y cols; 1990).

La fisostigmina produce efectos adversos inconfortables y discapacitantes que limitan el rango
terapéutico itil. Estos efectos incluyen nauseas, vémitos, diarrea, debilidad muscular,

broncoespasmo, bradicardia y convulsiones.

Se cuestiona, la utilidad terapéutica de la fisostigmina, ya que este firmaco unicamente
produce mejorias significativas que se restringen a tareas particulares cuando los pacientes
son dosificados cada 2-3 horas. Ademds, s6lo algunos pacientes muestran mejorias clinicas.

Por otra parte, la fisostigmina tiene un margen terapéutico estrecho y una accién muy corta.



Introduccién 61

A la vista de estos datos podemos afirmar que el potencial terapéutico de la fisostigmina se
encuentra comprometido pbr distintos factores, como son su semivida biolégica demasiado
corta, la ausencia de mejorias clinicamente significativas de la memoria o de las actividades
de la vida cotidiana y la presencia de efectos adversos discapacitantes a las dosis necesarias

para demostrar eficacia en la disfuncién memoristica (Kumar y Becker, 1989).
1.1. Tacrina

La tacrina fue sintetizada por primera vez en 1945 por Albert y Gledhill. Los estudios sobre
‘su farmacologfa condujeron a su uso en muchas situaciones clinicas. Por ejemplo Shaw y
Bentley (1949, 1952) describrieron que la tacrina antagonizaba la narcosis producida por
morfina en el perro, probablemente porque altera el patrén de degradacién metabdlico de la
morfina (Woo y cols, 1968; Heymans y cols, 1971). Como también antagoniza la depresién
respiratoria y la sedacién causada por este opidceo, permite su uso en dosis mayores para

‘controlar el dolor canceroso (Shaw y Shulman, 1955; Stone y cols, 1961).

La mds reciente sugerencia indica la posible utilidad de la tacrina para aliviar los sintomas
de 1a enfermedad de Alzheimer (Summers y cols, 1986; Kumar, 1988) lo cual ha renovado
el interés por este formaco, dado que la demencia senil del tipo Alzheimer se estd mostrando
como probablemente el mayor.problema piblico de la poblacién de edad. Summers y cols,
(1986, .1988) alcanzaron cierto éxito utilizando un tratamiento combinado de tacrina mds
lecitina. Dado que presenta cierta hepatotoxicidad que limitard su uso en algunos pacientes,
mientras que en otros los efectos colinérgicos periféricos pueden reducir la dosis adecuada
. (Summers y cols, 1989), serd muy \itil revisar la farmacologia de la tacrina en un intento por
“definir cual de sus accjones estd relacionada con esta mejorfa parcial de los sintomas de la

enfermedad de Alzheimer.

En principio se describié la tacrina como un potente anticolinesterdsico (Shaw y Bentley,
1953). Heilbronn publicé en 1961 que la tacrina era un inhibidor mds potente de la
butirilcolinesterasa. Las diferentes formas de acetil y butirilcolinesterasa en el cerebro de la

“rata varfan en su afinidad por la tacrina. Las diferencias en la selectividad pueden ser una
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funcién de la concentracién de sustrato. Existe una falta de acuerdo fundamental en la
literatura, sobre el tipo de inhibicién de la acetilcolinesterasa causada por la tacrina. En el
_ sitio de actividad catalitica de la acetilcolinesterasa existen dos subsitios, el uno es un sitio
aniénico que une el grupo trimetilamonio de la acetilcolina, y el otro, el sitio esterdsico,
actia como nucledfilo uniendo el grupo carbonilo del ester. Roufogalis y Quist (1972)
denominaron al sitio aniénico del centro activo como el sitio a-aniénico, e identificaron dos
sitios alostéricos periféricos aniénicos llamados B y 7. Patocka y cols (1976) razonaron que
dado que la tacrina es un inhibidor de la acetilcolinesterasa no competitivo no podria unirse
al sitio a-aniénico. También eliminaron el sitio B-aniénico en base a experimentos cinéticos,
realizados en presencia de tacrina y calcio. Finalmente concluyeron que la tacrina debia
unirse al sitio r-aniénico. En contraste, Steinberg y cols (1975) y Wu y Yang (1989)
postularon que el sitio de unién de la tacrina era un 4rea hidrofébica, conformacionalmente

flexible muy cercana al sitio a-aniénico.

Nielsen y cols en 1989 encontraron que la tacrina se distribuia rdpidamente en el cerebro
alcanzando concentraciones en el sistema nervioso central que normalmente excedfan 8-12
veces las plasmdticas. Ellos sugieren que la acetilcolinesterasa podria estar inhibida al menos
el 80-90% durante la primera hora después de inyectar 3.2 mg-kg' de tacrina. Por otra parte
la inyeccién de dosis de 5-10 mg-kg' causa aumentos importantes de los niveles de
acetilcolina en el niicleo estriado, hipocampo y corteza fronto-parietal. Sherman y Messamore
(1988) por el contrario, encontraron que los niveles de inhibicién de la acetilcolinesterasa
eran similares en cerebro y plasma después de administrar dosis parecidas de tacrina,
sugiriendo que la acumulacién de tacrina en el cerebro no parece conducir a niveles

superiores de inhibicién de la acetilcolinesterasa que los alcanzados en periferia.

Después de la primera inyecci6n intramuscular de tacrina (20 mg-kg') Hallak y Giacobini
(1989) observaron una inhibicién de la acetilcolinesterasa cerebral con aumentos concordantes
de la acetilcolina (aproximadamente del 70%). Una segunda dosis (15 mg-kg™) administrada
seis horas después, cuando los niveles de acetilcolinesterasa se habfan recuperado
parcialmente y los niveles de acétilcolina volvian a ser normales, provocaba la inhibicién de

la acetilcolinesterasa hasta unos niveles comparables a los observados después de la primera
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dosis de tacriﬁa, mientras que los niveles de acetilcolina no aumentaban. Sin embargo,
cuando se administraba fisostigmina la segunda dosis si da lugar a aumentos de la
acetilcolina, hasta unos niveles préximos a los alcanzados después de la primera dosis. Los
autores excluyeron un efecto directo de la tacrina sobre el enzima biosintético,
acetilcolintransferasa, como una explicacién de los resultados y tentativamente propusieron
que la tacrina bloqueaba la liberacién de acetilcolina provocando un aumento de la
acetilcolina intracelular que temporalmente impedirfa la sintesis del neurotransmisor. Hodges
'y cols (1990) encontraron que el tratamiento crénico con tacrina no afecta significativamente
el contenido de acetilcolina en varias regiones cerebrales de la rata, ni siquiera cuando el

régimen de tratamiento era efectivo a nivel comportamental.

Las propiedades anticolinesterdsicas de la tacrina constituyen la base de su accidn para
prolongar la relajacion muscular causada por succinilcolina. La tacrina, sin embargo, no es
“un inhibidor de la acetilcolinesterasa ni tan potente ni tan especifico como la fisostigmina.
Su afinidad por esta enzima es menor en un orden de magnitud. Por otra parte, es un
inhibidor mds potente de la pseudocolinesterasa (butirilcolinesterasa) que de la

. acetilcolinesterasa (Heilbronn, 1961; Ho y Freeman, 1965).

Freeman y Turner (1970) estudiaron la interaccién entre Ia tacrina y la succinilcolina en la
pr'eparaciqén de nervio frénico-diafragma aislado de rata. En esta preparacién en la que no hay
-hidrdlisis por la pseudocolinesterasa plasmdtica, la tacrina antagoniza el bloqueo de la
transmisién causada por succinilcolina. Por otra parte, la tacrina facilita la transmisién
neuromuscular y causa actividad espont4nea; estos efectos son antagonizados por dosis bajas
de succinilcolina. Gershon y Shaw (1958) demostraron que la tacrina tenfa un efecto
anticurarizante en el hombres y en los animales de experimentacién. Este mismo efecto se
vié también in vitro (Rees, 1966) a pesar de que la tacrina es menos efectiva como inhibidor

de la acetilcolinesterasa que la neostigmina.

Fisostigmina, 3,4-diaminopiridina y tacrina aumentan la transmisién colinérgica en el
misculo esquelético (Harvey y Rowan, 1990) por distintos mecanismos. La fisostigmina no

afecta las corrientes neuronales o la liberacién evocada de acetilcolina, pero la 3,4-
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diaminopiridina a concentraciones 0.5 uM y superiores disminuye la porcién dependiente del
potasio que facilita la liberaci6n de acetilcolina en la terminaci6n nerviosa. A concentraciones
de tacrina 100-200 uM la onda se prolonga. La tacrina parece tener actividad ihhibidora de
la acetilcolinesterasa y actividad facilitadora presindptica en el mismo rango de
concentraciones. De todas formas las sinapsis periféricas pueden no ser un modelo adecuado

para estudiar el sistema nervioso central.

De la Lande y Bentley (1955) encontraron que la tacrina inhibia la acetilacién de la colina
en gran nimero de preparaciones celulares de cerebro de rata. Este efecto es compartido por
la fisostigmina. Sin embargo, ninguna de estas sustancias inhibe la acetilacién en extractos
cerebrales libres de células. Aqui parece intervenir otro efecto diferente de la inhibicién de
la acetilcolinesterasa y podria reflejar la capacidad de la tacrina para inhibir la recaptacion
~ de alta afinidad de la colina (Buyukuysal y Wurtman, 1989).

En esta misma linea, Sherman y Messamore (1988) describieron que cuando las ratas eran
tratadas con 10 mg-kg' de tacrina antes de ser saériﬁcadas, la recaptacién de alta afinidad
de colina en sinaptosomas hipocdmpicos. estaba inhibida aproximadamente un 30% con
respecto al control. En corteza cerebral la disminucién era del 20%. Adémés, el tratamiento
crénico con tacrina (48-54 dfas) disminuia la recaptacién de colina un 19% en hipocampo y
un 12% en corteza cerebral. En estas condiciones, los efectos a largo plazo de la tacrina
pueden no ser beneficiosos ya que aparentemente inhibe la recaptaciéon de colina en las
terminales nerviosas, llevando al uso y posible depleccién de la colina intracelular para la
sintesis de neurotransmisor (Dolezal y Tucek, 1991), por tanto su efectividad se ver4 limitada

a menos que se administre conjuntamente con lecitina.

También se ha visto que la tacrina inhibe la liberacién de acetilcolina in vitro en cerebros de
rata y humanos (Loiacono y Mitcheson, 1990; Tucek y Dolezal, 1991), presumiblemente

porque el aumento del nivel de la acetilcolina actia sobre los autorreceptores M,.

La tacrina tiene una mayor afinidad por los receptores nicotinicos y muscarinicos (Perry y

cols, 1988) que la demostrada por la fisostigmina. Pearce y Potter (1988) concluyeron que
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la tacrina bloqueaba primariamente los sitios de los receptores M, y M, de hipocampo y
tronco del encéfalo. Ademds, la tacrina también parece unirse alostéricamente a estos

receptores.

En cuaﬁto a la administracion crénica de tacrina, se ha podido constatar que produce una
regulacion a la baja selectiva en el nimero de receptores M;. Flynn y Mash (1989)
apreciaron, sin embargo, que la actividad acetilcolinesterdsica permanecia inhibida en la
corteza cerebral en la misma proporcién a lo largo de todo el periodo de tratamiento con
tacrina. Es posible que la tacrina no sea selectiva de los distintos subtipos de receptor M,
(Potter y cols, 1989a). Por otra parte, el niimero de receptores M, parece no alterarse por

el tratamiento crénico con tacrina (Sherman y Messamore, 1988).

Se conoce desde hace tiempo que los fAirmacos bloqueantes muscarinicos centrales pueden
inducir un estado de delirio que mimetiza una psicosis. La escopolamina y la atropina causan
este efecto que es mds pronunciado con una serie de firmacos glicolatos que penetran
rdpidamente en el sistema nervioso central. Gershon (1960) describié que la tacrina abolfa
completamente los sintomas producidos por la N-etil-3-piperidil-2-ciclopentil-2-fenilglicolato
en ratones. Los humanos, inyéctados con 10-20 mg de glicolato muestran sintomas psicéticos

que desaparecian con la inyeccién de 30-60 mg de tacrina.

Perry y cols (1988), notaron que la tacrina tendfa a aumentar la hidrélisis de fosfoinositidos
en tejidos procedentes de corteza cerebral humana a concentraciones de 0.1 y 1 uM, en
presencia o ausencia de carbacol. También inhibia fuertemente la hidr6lisis de fosfoinositidos
estimulados por carbacol a concentraciones superiores. Este tltimo efecto no se observé con
ﬁsdstigmina y concuerda con la capacidad de la tacrina para desplazar la unién de ligandos
muscarinicos. Estos autores sugieren que puede ser terapéuticamente relevante para bloquear
el mecanismo de retroalimentacién inhibitorio de 1a liberacién de acetilcolina via receptores
presindpticos. Es posible que la actividad anticolinesterasica de la tacrina sea responsable del
aumento de la hidrdlisis de fosfoinositidos a concentraciones bajas, previniendo la hidrdlisis

de acetilcolina endégena.
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La tacrina tiene un perfil farmacolégico complicado que hace dificil predecir el efecto neto
que tendrd en las distintas sinapsis colinérgicas. Ademads de sus acciones sobre los receptores
muscarinicos, presenta también importantes acciones sobre canales idnicos. Se relaciona
estructuralmente con el bloqueante de los canales de.sodio, 9-aminoacridina (Yamamoto y

Yeh, 1984) y con el bloqueante de los canales de potasio, 4-aminopiridina (Freeman, 1979).

Osterreider (1987) demostré que la tacrina tenfa propiedades bloqueadoras del canal de
potasio en miocitos ventriculares aislados de cobayo. Realizando experimentos de voltage-
clamp vié una inhibicién de las corrientes de entrada rectificadoras y de salida retardada.
Esto da como resultado un enlentecimiento del potencial de accién transmembrana. También
se vi6 que la tacrina podia bloquear los canales de calcio. La inhibicién de la corriente de
salida de potasio era apreciable a una concentracién de tacrina 1 uM, y aumentaba de manera
dosis-dependiente, hasta el 72% a una concentracién 100 uM. Castle y cols (1989) han
sugerido que en corazdn la tacrina bloquea los mismos canales de potasio modulados por la

adenosina y los agonistas colinérgicos.

Drukarch y cols (1987) estudiando la Lymanaea stagnalis vieron que la tacrina no afectaba
la corriente de entrada de potasio pero si disminufa el estado estacionario de la corriente de
salida de potasio, aumentando la duracién de los potenciales de accién. Schauf y Sattin
(1987) publicaron que la tacrina, aplicada interna o externamente bloqueaba los canales de
potasio en axones de Myxicola con una constante de disociacién de 100 uM. Concentraciones
inferiores de tacrina en el rango micromolar, inicialmente enlentecen los canales conductores
de sodio, con una disminucion de la corriente de este i6n durante los pulsos de
despolarizacién que se vuelven bifésicos tras una exposicién prolongada. Observaron que los

efectos de la tacrina sobre los canales de sodio se parecian mucho a los de la galamina.

Stevens y Cotman (1987) examinaron la accién de la tacrina en las neuronas piramidales de
cobayo usando registros intracelulares en preparaciones de miniprismas hipocdmpicos. Sus
resultados eran consistentes con una accién directa de la tacrina sobre los canales de potasio.
Dado que la acomodacién e hiperpolarizaci6n tardfa persistfan en presencia de tacrina, no

parece que el bloqueo tenga lugar sobre los canales de potasio dependientes de calcio.
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Halliwell y Grove (1989) mostraron que en neuronas hipocdmpicas la tacrina bloqueaba
efectivamente la conductancia de potasio inhibitoria generada por neurotransmisores. Esta es
una corriente de potasio de entrada que es activada por una proteina G unida entre el receptor
ocupado por el neurotransmisor y los canales relevantes. La reduccién por tacrina de estas
conductancia inducida por agonistas es independiente del tipo de receptor activado por el
agonista. La naturaleza precisa de los canales de potasio bloqueados por la tacrina no estd
clara. Por lo visto, otros canales i6nicos son sensibles a la tacrina y esto se puede aplicar mds
a tejidos nerviosos que al corazén. Sin embargo, todos los trabajos apuntan a una
disminucién en las corrientes de potasio producida por la tacrina. Es posible que los cambios
de la permeabilidad de potasio inducidos por agonistas puedan ser mds susceptibles de
modulacién por tacrina que otros canales de potasio. Esta modulacién puede ser
particularmente importante en el sistema nervioso central, donde se ha detectado modulacién
‘de los efectos de los receptores histaminérgicos (Reiner y McGeer, 1988) y serotoninérgicos,

asi como interacciones con los receptores de acetilcolina.

Para estudiar los efectos de la tacrina en situacién donde los receptores de neurotransmisores
y los canales i6nicos no han perdido su relacién normal, se han usado miniprismas y
- sinaptosomas cerebrales. La tacrina 50 uM produce una pequeiia disminucidn de la liberacién
de acetilcolina estimulada eléctricamente, no significativa en corteza cerebral y en hipocampo
(Loiacono y Mitcheson, 1990; Tucek y Dolezal, 1991). Potter y cols (1989b) consideraron
que se debfa a que receptores presindpticos se estimulaban por la acetilcolina acumulada en

la hendidura sindptica después de la inhibicién de la colinesterasa.

En este mismo sentido cabe esperar que el bloqueo por tacrina de los canales de potasio
presindpticos tendiera a aumentar la liberacién por enlentecimiento del potencial de accién
en las terminales nerviosas. Si previamente se inhibe la acetilcolinesterasa con fisostigmina,
para separar la accién bloqueante de los canales de la inhibicién de la acetilcolinesterasa, se

observa que la tacrina produce un pequefio e insignificante aumento de la liberacidn.

Parece ser que en pacientes de Alzheimer la tacrina estimula la liberacién de acetilcolina

(Nordberg y cols, 1989). En estos enfermos el balance de autorreceptores muscarinicos y
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nicotinicos posiblemente estd alterado. En este sentido se ha demostrado un efecto
estimulatorio de la tacrina en la liberacidn de acetilcolina en miniprismas de cerebros de rata,
donde los receptores inhibitorios muscarinicos y los a,-adrenérgicos estin bloqueados
(Loiacono y Mitcheson, 1990).

Nilsson y cols (1987) observaron en tejido humano control previamente marcado con [PH]J-
colina, que la tacrina y la fisostigmina (100 uM) disminufan significativamente la liberacién
de H]-acetilcolina estimulada por potasio. Sin embargo, en tejidos procedentes de pacientes
de la enfermedad de Alzheimer la liberacién evocada de [*H]-acetilcolina estaba
significativamente disminuida en comparacién con los controles. En presencia de tacrina o
fisostigmina 100 uM la liberacién de [*H]-acetilcolina aumentaba con respecto a los niveles
control. El efecto facilitador de la fisostigmina podia ser parcialmente bloqueado por el
antagonista nicotinico, d-tubocurarina 1 uM. Finalmente, la atropina 10 uM aumentaba la

liberacién de acetilcolina en tejidos control y en enfermos de Alzheimer.

La tacrina evoca asimismo, la liberacién de serotonina y dopamina endégena en miniprismas
de cerebro de rata (Robinson y cols, 1989). Concentraciones de tacrina 100 uM provocan
liberacién de monoaminas comparable pero no aditiva con la liberacién producida por potasio
35 mM. Esto sugiere que podria tener un efecto bloqueador de las corrientes de potasio

insensibles a la 4-aminopiridina.

Drukarch y cols (1988) enconfraron que la adicién de tacrina al medio de perfusién inducia
un aumento de la liberacién de noradrenalina de larga duracién en miniprismas de corteza
fronto-parietal de rata. A concentraciones de tacrina 10 uM el aumento sobre el control es
de aproximadamente el 260%. Los autores sugieren que la tacrina ejerce su efecto
estimulatorio en la liberacién de monoaminas por interferencia con los mecanismos de
recaptacion ‘de estos neurotransmisores por las vesiculas presindpticas. La adicién del
inhibidor de la MAO, pargilina al medio de superfusién no afecta a la estimulacién de la
liberacién inducida por tacrina. As{ pues, la tacrina es capaz de liberar las aminas no
metabolizadas. El efecto de la tacrina en la liberacién de monoaminas puede tener lugar a

través de una amplia variedad de mecanismos, incluyendo bloqueo de la recaptacién,



Introduccién 69

depleccién del almacenamiento de monoaminas o a través de mecanismos colinérgicos. Los
heterorreceptores presindpticos muscarinicos y nicotinicos pueden regular la liberacién de
dopamina en miniprismas estriatales. La tacrina podria ademds modular la liberacién de
monoaminas via receptores colinérgicos, ya sea por una accién directa en los receptores o
indirectamente por inhibicién de la acetilcolinesterasa. Robinson y cols (1989) aportaron
evidencias de que la tacrina no libera monoaminas por un mecanismo similar al de la

‘reserpina ni al de las anfetaminas pese a que es igual de potente que éstas (ltimas.

Los efectos de la tacrina en la recaptacién y liberacién de monoaminas en el sistema nervioso
central pueden ser relevantes en su papel en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
Como la tacrina no parece inhibir los receptores de monoaminas (Drukarch y cols, 1988) el

~ aumento de la liberacién conduciria a una activacién de estos receptores.

La inhibicién por tacrina de las formas de alta y baja afinidad de la fosfodiesterasa del AMP
ciclico tenderia a potenciar el resultado de la activacién del receptor monoaminérgico. Curley
y cols (1984) demostraron que la fisostigmina y la tacrina producfan inhibiciones
. significativas del enzima. La tacrina es equipotente con la teofilina que, a su vez, es diez
veces menos potente que la fisostigmina. Por el contrario, otros firmacos colinérgicos son
- inactivos. La activacién de receptores monoaminérgicos por la liberacion evocada por tacrina
seguida de la inhibicién de la fosfodiesterasa conducirfa a un aumento del calcio citosélico

~en muchos tejidos.

| Esta liberaciéon de monoaminas también se veria potenciada por el hecho de que la tacrina
- es un inhibidor moderadamente potente de las monoaminooxidasas (MAO), tanto del tipo A
| como del B (Adem y cols, 1989) . La tacrina inhibe competitiva y reversiblemente la MAO-
A con una K;= 12.5 uM, y la MAO-B con una K;> 500 uM.

" Estos datos estdn en contraposicién con los resultados obtenidos por Tachiki y cols (1988)
quienes encontraron que la inyeccién intraperitoneal de 3 mg-kg” de tacrina disminuia los
niveles de noradrenalina en tdlamo y corteza frontal de ratas, medidos dos horas después de

~ su administracién.
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La tacrina yambién interacciona con receptores de amino4cidos excitatorios, se une al canal
ibnico del receptor NMDA (Albin y cols, 1988) y facilita la neurotoxicidad de los
aminodcidos excitatorios (Zhu y cols, 1988). Da\"enport y cols (1988) vieron que la tacrina
era un antagonista moderadamente efectivo del receptor NMDA, que otros inhibidores de la
acetilcolinesterasa lo eran débilmente y que la 4-aminopiridina no tenia propiedades
antagonistas. Asimismo, Albin y cols (1988) sugirieron que la tacrina puede tener acciones

agonista-antagonista mixtas en el receptor de la fenciclidina.

También se ha demostrado que la tacrina puede aumentar la interaccién entre proteinas en

la membrana celular (Butterfield y Palmieri, 1990).-

La tacrina también interacciona con un sitio de fijacién no identificado del cerebro de rata
con una K= 420 nM y una B,,, = 42.7 pmoles-mg™ de proteina (Mena, 1988). Este sitio
no se bloquea con ligandos de varios neurotransmisores. Los datos presentados por Nielsen
y cols (1989) muestran que los niveles de tacrina alcanzados en cerebro son suficientes para
actuar con este sitio de fijacién. La distribucién del sitio no coincide con la de la
acetilcolinesterasa. MacNally y cols (1989) por autorradiografia vieron que la tacrina entraba
répidamente en el cerebro y se distribuia especialmente en corteza, hipocampo, tdlamo y

estriado distribucién que no correlaciona consistentemente con la de la acetilcolinesterasa.

Bowen y cols (1990) revisaron la posibilidad de que la tacrina pudiera modular las acciones
de aminodcidos neurotransmisores en la enfermedad de Alzheimer. Concluyeron que las
. deficiencias post-mortem para el GABA, la inmunorreactividad somatostatina-like y de
monoaminas en las proyecciones corticopetales de pacientes de Alzheimer, podrian no
requerir correccién terapéutica hasta los estadios mds avanzados de la enfermedad. Estos
autores creen que es mds probable que los efectos beneficiosos de la tacrina dependan de su

accién sobre componentes de los sistemas colinérgicos y monoaminérgicos.

Los 17 pacientes del estudio de Summers y cols (1986) mostraron mejorias espectaculares
en su realizacién cuando se comparaba su linea de base con tacrina, o el tratamiento con los

controles. Sin embargo, cuando los paciéntes se dividfan en varios niveles segiin su gravedad,
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era evidente que el grado de mejorfa era mucho menos dramético en los pacientes con
dificultades graves que en los menos graves. Este descubrimiento ha creado un gran interés
en la eficacia de la tacrina. No hay que olvidar que el posible uso concurrente de

antidepresivos triciclicos e IMAQOs puede contribuir a la mejoria cognoscitiva.

Un estudio reciente cuidadosamente evaluado, randomizado, doble ciego, con placebo y
‘cruzado (Eagger y cols, 1991), en el cual el firmaco se administra en pacientes con
Alzheimer por periodos de 13 semanas, apuntaron mejorias significativas en los exdmenes
del estado minimental y en la puntuacién del test mental abreviado, a pesar de que no se
producian mejoras en las actividades de la vida diaria. Este estudio confirma un
descubrimiento general de que hay una considerable variabilidad en la respuesta a la tacrina,
indicando que sélo es un subgrupo de pacientes el que responde favorablemente a este

.fdrmaco, quizas sean aquellos con un minimo dafio intrinseco cortical.

“Farlow y cols en 1992 han publiéado los resultados del mayor estudio multicéntrico realizado
para la tacrina, hasta la actualidad. En é] participaron 273 pacientes. Encontraron mejorias
significativas, especialmente en el grupo que tomaba dosis mayores (80 mg-dia), donde el

51% de los pacientes mostraron mejorias clinicas después de 12 semanas de tratamiento.

- Se ha publicado la aparicién de efectos adversos desde ninguno (Kaye y cols, 1982) hasta en
el 80% de los pacientes (Gauthier y cols, 1988). El patr6n total de efectos adversos sugiere
que dosis altas de tacrina (mds de 1 mg-kg! por via intravenosa o 150-200 mg por via oral

_y dia) tienen la mayor ‘probabilidad de producir efectos adversos. El efecto adverso m4s

problemdtico asociado a la tacrina es el aumento de los enzimas sangufneos, por ejemplo,

| GOT, GPT y LDH que sugieren hepatotoxicidad (Kumar, 1989; Chatellier y Lacomblez,

- 1990; Gauthier y cols, 1990). Otros problemas son nauseas, vomitos, diarrea, diaforesis,

eruptos, molestias abdominales y erupciones cutdneas.

Existe un gran niimero de sugerencias para explicar porque la respuesta de la tacrina es tan
variable: Las deficiencias neuroquimicas de la enfermedad de Alzheimer pueden ser

heterogéneas (Becker y Giacobini, 1988). El diagndstico se realiza cuando el paciente estd
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tan deteriorado que la respuesta al tratamiento puede ser marginal. Ademds existen dos tipos
de enfermedad de Alzheimer: la heredable (familiar) y la que no lo es. Se necesitan mds
investigaciones para determinar si las deficiencias neuroquimicas son diferentes entre los dos
tipos de enfermedad, ya que el tratamiento irfa claramente dirigido hacia una lesién
especifica. Se necesita conocer mds sobre las modificaciones progresivas porque ;son

anteriores las lesiones colinérgicas que las aminérgicas?

Las discrepancias entre los diferentes estudios se podrian explicar por los distintos métodos
usados, porque el grado de progresién de la enfermedad varfa y la gravedad de los sintomas
puede fluctuar, y porque no siempre los estudios incluyen un grupo control correctamente
randomizado. Por otra parte, mejorias espontdneas o una progresién atipicamente lenta de
la enfermedad podrian confundirse con la respuesta a un firmaco activo (Small, 1992).
Ademds, muchos estudios emplean el disefio cruzado, sin dejar un periodo de blanqueo del
farmaco, por lo que los efectos de la tacrina podrian superponerse con la fase de placebo,
enmascarando la deteccion de efectos del farmaco activo. Los estudios también difieren en
el nivel de ajuste del diagndstico, la dosis empleada, el uso concomitante de otras
medicaciones, la monitorizacién de los niveles plasmdticos y el intervalo de dosificacién para

determinar la dosis de tacrina 6ptima para cada paciente (Small, 1992).

La tacrina se ha tratado con mayor entusiasmo que la fisostigmina como agente terapéutico
(Summers y cols, 1986). A pesar de que los ensayos con muchos pacientes han evidenciado
pequeiios o nulos efectos de 1a tacrina (Chatellier y Lacomblez, 1990; Gauthier y cols, 1990;
Molloy y cols, 1991).

Como ya se ha mencionado la tacrina es un inhibidor de la acetilcolinesterasa reversible en
tejidos cerebrales y plasma. Sin embargo, es un inhibidor mds potente de la
butirilcolinesterasa (Silver, 1975). La mejon’é cognoscitiva puede no deberse completamente
a la inhibicién de estas esterasas (Beker y Giacobini, 1988; Nyback y cols, 1988). En el
cerebro humano normal, la mayoria de la actividad acetilcolinesterasa cortical se localiza en
el axén y en el pericario, sin embargo en el cerebro de enfermos de Alzheimer, puede haber

relativamente poca acetilcolinesterasa en las estructuras corticales supervivientes. Sin
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embargo, intensas manchas de acetilcolinésterasa se han visto en las placas y ovillos
~ neurofibrilares. Estas placas y ovillos también muestran una actividad butirilcolinesterasa
significativa. La tacrina es capaz de inhibir ambos enzimas (Mesulam y cols, 1987). Nyback
'y cols (1988) han observado que la administracién de tacrina por via oral a pacientes de .
Alzheimer produce un aumento sustancial en los niveles de acetilcolina en el liquido
cefalorraquideo lo cual podria ser un reflejo de aumentos de la concentraci6én de acetilcolina

" en el cerebro.

Un segundo posible mecanismo de accién de la tacrina podria ser el bloqueo de los canales
de potasio (Rogawski, 1987; Stevens y Cotman, 1987) o de otros canales de iones
‘monovalentes dependientes de voltaje (Schauf y Sathey, 1987). La disminucién en la
permeabilidad al potasio resultante del bloqueo de los canales de potasio lentos, causa una
‘despolarizacién lenta de la c€lula. Esta despolarizacién provoca un aumento de la duracién
'del potencial de accién, lo que puede resultar en una estimulacién de la liberaci6n del_
‘neurotransmisor (Drukarch y cols, 1987). Esta accién de la tacrina parece similar a los
efectos de la 4-aminopiridina, un bloqueante de los canales de potasio que aumenta la
‘liberacién de neurotransmisor en las neuronas centrales y periféricas (Dolezal y Tucek,
| 1983). Sin embargo, las concentraciones séricas de tacrina requeridas para afectar los canales
de potasfo son mucho mayores cjue los niveles requeridos para un efecto terapéutico (Park

y cols, 1986).

j Finalmente, otro posible mecanismo de accién seria el efecto directo de la tacrina sobre los
receptores nicotinicos y muscarinicos, especialmente del subtipo M,. Nordberg y cols (1988)
 publicaron que la tacrina compite con la [PH]-nicotina para unirse a su receptor y con el
antagonista muscarinico ’H]-QNB asi como con agonistas muscarinicos para unirse a sus
“sitios de fijacion, principalmente a los M,, en corteza cerebral humana. Esta accidn directa
sobre los receptores podria aumentar la actividad colinérgica en la sinapsis. Sin exhbargo, la
“regulacién a la baja selectiva para los receptorés M, que se ha observado después de la
administracién crénica de tacrina en ratas (Flynn y cols, 1987; Flynn y Mash, 1989) puede

disminuir su eficacia a largo plazo en el tratamiento con tacrina de enfermos de Alzheimer.
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La terapelitica con tacrina presenta ventajas frente al uso de la fisostigmina. Por ejemplo, la
accién de la tacrina es mds prolongada que la de la fisostigmina. Forsyth y cols (1989) y
Hartvig y cols (1990) encontraron que la biodisponibilidad por via oral de la tacrina mostraba
grandes diferencias interindividuales, y que esto seria un importante problema para su uso
terapéutico. La tacrina parece tener un margen terapéutico mayor que el de la fisostigmina.
Esto puede deberse en parte a su capacidad para bloquear los receptores muscarinicos,
protegiéndolos de un exceso de acetilcolina después de inhibir la acetilcolinesterasa. Ademds,
la tacrina no bloquea los receptores nicotinicos, que estdn disminuidos en la enfermedad de
Alzheimer (Nilsson y cols, 1987). Es posible que el bloqueo parcial de los receptores
muscarinicos podria protegerles de la activacién, mientras que se permitirfa la estimulacién
de los receptores nicotinicos que todavia son funcionales. La capacidad de la tacrina para
bloquear los canales de potasio es probable que prolongue los potenciales de accién
presindpticos y asf aumente la liberacién del neurotransmisor. No se conoce si la sintesis o

liberacién de acetilcolina es limitante en la enfermedad de Alzheimer.

La tacrina es también un inhibidor de la MAOQO, esto puede potenciar los efectos de un
aumento de la liberacién. Esta actividad puede resultar interesante dado que se ha observado
que los sistemas aminérgicos juegan un papel muy importante en la enfermedad de Alzheimer
(Tachiki y cols, 1988; Haroutunian y cols, 1988).

Finalmente concluiremos que la compleja farmacologia de la tacrina sugiere que la
terapéutica dirigida al restablecimiento de un tnico sistema de neurotransmisién es poco

probable que sea efectiva (Freeman y Dawson, 1991),

2. OTRAS ESTRATEGIAS FARMACOLOGICAS

Quizas sea un supersimplificacién suponer que las funciones cognoscitivas complejas,
comprometidas en la demencia puedan ser restablecidas manipulando los niveles de
neurotransmisores particulares. Los problemas especificos parecen alcanzar varios niveles al

intentar reemplazar directamente la pérdida de neurotransmisores evidente en la demencia.
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Esta estrategia requiere claramente suficientes neuronas intactas y sistemas de receptores
capaces de responder. Como hay mds de un sistema de receptores disminuido en la demencia,

el reemplazo unitario de neurotransmisores podrd ser de uso limitado.

Resulta dificil de imaginar como la administracién de un firmaco solo puede mimetizar
adecuadamente los patrones temporales del neurotransmisor endégeno liberado. Ademds, la
especificidad anatémica puede ser una cuestién crucial dado que la de los neurotransmisores
tienen una distribucion muy amplia, pero su neuropatologia estd muy circunscrita afectando '
's6lo a regiones muy especificas del sistema nervioso central. Ademds se requeriria una
dosificacién para cada paciente en funcidn de la edad, tipo de demencia y el estado especifico
del neurotransmisor. Otro problema potencial del uso de agonistas en terapéutica es la propia
dindmica del receptor que tiende a desensibilizarse o a sufrir regulaciones a la baja después

de la exposicion constante a agonistas (Raff, 1976).

Recientes evidencias clinicas sugieren que ni las manipulaciones del precursor de la sintesis
‘de acetilcolina ni la aplicacién de firmacos colinomiméticos, inhibidores de la
acetilcolinesterasa o agonistas muscarinicos centrales producen efectos a largo plazo para
mejorar las deficiencias cognoscitivas (Biesold y Arendt, 1989). La degeneracién de los -
componentes neuronales del nicleo basal de Meynert detectada en principio en la enfermedad
de Alzheimer, no se reStringe a esta enfermedad sino que también pueden observarse en otros
desordenes neuropsiquidtricos con problemas de memoria y cognicién (Biesold y Arendt,
1989). Es por ello que puede ser igualmente racional considerar la terapéutica
catecolaminérgica en la demencia mediante el uso de inhibidores de la monoaminooxidasa,
no sélo en la depresién asociada al inicio de la enfermedad sino también para facilitar la

memoria.

La importante interaccién colinérgica-catecolaminérgica en los procesos dg memoria se
observa en un estudio en el cual el inhibidor de la MAO-A, miclobemide, se mostrd efectivo
en eliminar la amnesia inducida por escopolamina en voluntarios sanos (Wesnes y cols,
1990). La selegilina y el L-deprenil (IMAQO-B) también se han mostrado beneficiosos en los

pacientes de Alzheimer, mejorando su autonomia en las actividades diarias (Monteverde y
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cols, 1990), la capacidad para procesar, almacenar y recuperar una informacién dada (Campi

y cols, 1990) y 1a memoria y la atencién (Piccinin y cols, 1990).

Hay considerables evidencias de que la actividad de las neuronas colinérgicas de la base del
cerebro anterior, la mayor fuente de aferencias colinérgicas corticales, estd controlada por
neuronas inhibidoras gabérgicas, originadas predominantemente desde el nicleo accumbens
(Sarter y cols, 1990). La pérdida parcial de neuronas colinérgicas en el prosencéfalo basal
durante la enfermedad de Alzheimer, puede ademds conducir a la proliferacién dendritica

gabérgica con hiperinervacién de las neuronas colinérgicas presentes.

Sarter y cols (1990) han propuesto que la inhibicién gabérgica puede ser considerada c;)mo
una aproximacién terapéutica a la enfermedad de Alzheimer, al estimular la inervacién
colinérgica en la corteza cerebral. Al contrario que el bloqueo de la acetilcolinesterasa, esta
estrategia elimina el problema potencial de un aumento persistente en los niveles de
acetilcolina que pueden estimular los autorreceptores inhibitorios M,, que presentan una
mayor afinidad por la acetilcolina que los receptores M,. Un fidrmaco \til podria ser una 8-
carbolina, ZK 93426, un agonista parcial inverso que actta en el sitio de las benzodiacepinas
y que sin afectar la fijacién del GABA modula la transmisién gabérgica. Se ha visto que
administrado en voluntarios sanos aumenta el procesamiento de la informacién y la

vigilancia.

Se ha podido comprobar a nivel experimental que las infusiones del factor de crecimiento
nervioso exégeno pueden rescatar las neuronas colinérgicas del cerebro anterior, después de
una axotomia experimental (normalmente seguida por la subsecuente muerte celular) pueden
rectificar los defectos de memoria en ratas Fischer adultas. Dado que los receptores del
factor de crecimiento nervioso se mantienen en las neuronas colinérgicas supervivientes del
cerebro anterior en la enfermedad de Alzheimer, a pesar de que se han perdido en lugares
diana como el hipdcémpo en los casos avanzados o preseniles (Kerwin y cols, 1991), esta

podria ser una nueva via en terapéutica.



Introduccién 77

?Finalmente, se ha comprobado que las disfunciones cognoscitivas y de aprendizaje
caracteristicas de lesiones septales del hipocampo pueden restablecerse parcialmente por
injertos de trozos colinérgicos septales en hipocampo. Este restablecimiento se bloquea con
atropina. Por otra parte, los parches noradrenérgicos y serotoninérgicos por sf solos no tienen

efectos.
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La 1,2,3,4-tetrahidro-9-aminoacridina es una sustancia derivada de la 4-aminopiridina, que
‘se utiliz6 inicialmente por sus propiedades inhibidoras de la acetilcolinesterasa en el
‘tratamiento farmacoldgico de las disfunciones cognoscitivas que se producen en la
“enfermedad de Alzheimer. Este compuesto ha demostrado una eficacia clinica mucho mayor
-que otros firmacos facilitadores de la neurotransmisién colinérgica, lo que sugiere que su

_perfil farmacoldgico es complejo, pudiendo actuar diferentes niveles.

Dado que existen evidencias en la literatura de la existencia de una interaccioén entre los

sistemas noradrenérgico y colinérgico en el sistema nervioso central, interaccién que podria

_estar intimamente ligada a los procesos de aprendizaje y memoria, aquellas farmacoterapias

' que afecten a ambos sistemas de neurotransmisién podran ser de gran utilidad en la reversién

de las deficiencias cognoscitivas asociadas al envejecimiento y otros procesos patoldgicos

_como la enfermedad de Alzheimer.

A la vista de estos resultados, el objetivo central de este estudio ha sido evaluar la eficacia

de la tacrina para mejorar el deterioro de la memoria reciente que se produce durante el

Eproceso fisiolégico del envejecimiento y analizar la posible participacién del sistema 8-

adrenérgico en dicha accion.

- Hasta ahora, la mayorfa de los estudios han investigado la formacién, concentracién y

degradacién de neurotransmisores, ademds de haber un importante niimero de estudios de

| fijacién a receptores (Zhou y cols, 1984; Zubenko y cols, 1989). No obstante, los cambios

en la densidad de receptores no determinan necesariamente una modificacién de la respuesta

funcional. Una aproximacién de los cambios funcionales se consigue determinando la

' formacién de segundos mensajeros.

- Al igual que sucede con otros neurotransmisores, el adrenoceptor 8 estd acoplado a la

activacion del sistema adenilato ciclasa, por lo que nuestro disefio experimental se ha basado

en la medida de la acumulacién de AMP ciclico en una regién cerebral intimamente

: relacionada con los procesos de consolidacién de la memoria reciente, como es el hipocampo,

compardndola con la corteza cerebral. Las determinaciones se han efectuado en dos cortes
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transversales de edad (2 y 18 meses) con el fin de poder analizar las respuestas diferenciales

asociadas al proceso de envejecimiento.

Asi pues, los objetivos concretos del presente proyecto han sido:

1.  Evaluar la accién de la tacrina sobre las alteraciones en la memoria reciente que se

producen durante el envejecimiento y establecer las alteraciones neuroquimicas

producidas como consecuencia del tratamiento. Para ello se ha estudiado:

1.1.

1.2

1.3.

1.4

L.5.

El deterioro de memoria reciente asociado al proceso fisiol6gico de
envejecimiento en el test de evitacién pasiva de un tunico ensayo.

La influencia de la tacrina sobre la retencién de un hdbito aversivo
previamente aprendido, en los animales de 18 meses.

La influencia de un bloqueante de los adrenoceptores B sobre la accién de la
tacrina en el test de evitacidn pasiva de un tnico ensayo.

Las alteraciones de los niveles de AMP ciclico asociados a la edad en
situacién basal, tras la inhibicién de la fosfodiesterasa y después de la
estimulacién del adrenoceptor B con isoprenalina.

Las alteraciones de los niveles de AMP ciclico con una dosis de tacrina
efectiva para mejorar la retencion en los animales sometidos al test de

evitacién pasiva de un tnico ensayo y a los treinta minutos de la inyeccidn.

2. La segunda fase del estudio se ha dirigido a profundizar en el mecanismo por el cual

la tacrina es capaz de alterar la funcionalidad del sistema 8 adrenérgico central. Para

ello:;

2.1.

Se determinaron las modificaciones provocadas por el firmaco in vitro, sobre
la formacién de AMP ciclico acoplada al adrenoceptor 8 en corteza cerebral

e hipocampo de ratas jévenes, con el fin de compararlas con los resultados

- obtenidos in vivo.
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2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Se analizé el perfil de actividad de la tacrina sobre el adrenoceptor 8,
empleando una preparacién cldsica, como es el conducto deferente aislado de
rata.

Se evalud si la interaccién tenfa lugar directamente a nivel del complejo
adenilato ciclasa a través de su subunidad catalitica, analizando la accién del
farmaco sobre la acumulacién de AMP ciclico estimulada por forskolina.

Se estudié la posible existencia de un componente colinérgico en la accién de
la tacrina, evaluando, por una parte el efecto sobre este mismo sistema de
transduccién de una sustancia con potente actividad inhibidora de la
acetilcolinesterasa, la ﬁsostigmina,. y la influencia del bloqueo de los
receptores muscarinicos mediante la adicién al medio de incubacién de
atropina.

Por ltimo, se analizé si la accién de la tacrina sobre la acumulacién de AMP
ciclico acoplada a la activacién del adrenoceptor B, era exclusiva sobre este
receptor o por el contrario era extensiva a otros adrenoceptores, mds
concretamente el «,. Para ello se determiné la actividad de este farmaco in
vitro sobre los dos sistemas de transduccién asociados a este receptor: la
formaci6én de AMP ciclico y el metabolismo de fosfoinositidos de membrana,

en corteza cerebral e hipocampo de ratas jovenes.
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|

'MATERIAL
f 1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los experimentos se realizaron en ratas albinas macho de la raza Sprague-Dawley (cepa
. OFA) suministradas por IFFA Credo (francia) al estabulario de la Universidad Auténoma de
| Barcelona, un mes antes de su utilizacin, para permitir la aclimataci6n de los animales. Se

utilizaron ratas de 2-3 meses de un peso medio de 250450 g, como grupo de animales
 j6venes. El grupo de animales adultos lo formaron ratas de 18 meses y un peso medio de

8504100 g.

Hasta el momento del ensayo los animales se mantuvieron estabulados en condiciones
' controladas constantes de temperatura (22+2°C) y humedad (40-60%), con acceso libre a

comida y bebida, y sometidos a ciclos de 12 horas de luz/oscuridad.
.2. FARMACOS UTILIZADQS

- Adenosina 3’,'5 ’-monofosfato ciclico (AMP cfclico) (Sigma Chemical Company),
disuelta en agua destilada para conseguir la concentracién adecuada.

- [PH]-AMP ciclico (New England Nuclear) (9.1 mCi-mg?'), disuelto en agua para
obtener una solucién madre de radiactividad final (1 uCi-mL™).

- Atropina (E. Merck Darmstadt), disuelta en agua destilada.

- Bromoacetilalprenolol mentano (BAAM) (Research Biochemicals Incorporated). Se
preparé una solucién madre en etanol al 10%. Posteriormente se realizaron las
diluciones oportunas de manera que las soluciones utilizadas tuvieran siempre un
contenido final en etanol inferior al 0.1%, dado que se ha demostrado que una
concentracion de alcohol inferior al 0.1% no modifica la actividad adenilato ciclasa
basal (Kitamura y cols, 1985).

- Carbén activado (Sigma Chemical Company), disuelto en tampdn Tris-HC1 50 mM
pH 7.4, adicionado con 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 10 mM, 2-mercaptoetanol

6 mM y un 2% de seroalbimina bovina.
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Desipramina (DMI) (Sigma Chemical Company). La solucién madre se realizé en
agua destilada, mientras que el resto de las diluciones, hasta conseguir la
concentracion final del ensayo, se prepararon con solucién Krebs-Ringer modificada
con 4cido ascérbico (0.2 mg-mL?).

Fenoxibenzamina (Smith, Kline & French). Se prepar6 una solucién madre en dcido
tartdrico 0.2 mM y se efectuaron las diluciones adecuadas en agua destilada.
Fisdstigmina (Flucka Chemie). Se preparé una solucién madre en etanol al 10%. A
continuacién se realizaron las diluciones oportunas en agua destilada para que en los
enSayOs las soluciones utilizadas tuvieran un contenido en etanol inferior al 0.1%.
Forskolina (Sigma Chemical Company). Se preparé una solucién madre en etanol
absoluto para posteriormente realizar las diluciones oportunas, de manera que las

soluciones utilizadas tuvieran siempre un contenido en etanol inferior al 0.1%.

- [PH]-inositol (mio-2(-[*H])inositol) (New England Nuclear). Se comercializa en

solucién acuosa estéril de 1 mCi-mL* (14-17 Ci-mmol™). Esta solucién se purificé
con 0.5 mL de resina Dowex 1-X8 (forma formiato, 100-200 mesh). El resto de
diluciones se realizaron en solucién Krebs-Ringer.

3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) (Sigma Chemical Company), disuelto a la
concentracion deseada en agua destilada.

Isoprenalina (Sigma Chemical Company), preparada a la concentracién adecuada en
solucién Krebs-Ringer adicionada con 4cido ascérbico (0.2 mg-mL™). Las soluciones
se prepararon extempordneamente, manteniéndose protegidas de la luz hasta el
momento de su utilizacién.

2-mercaptoetanol (Flucka Chemie), disuelto a una concentracién 6 mM en solucién
tampén Tris-HCI 50 mM pH 7.4.

Noradrenalina (Sigma Chemical Company), preparada extempordneamente a la

_ concentracién adecuada en solucién Krebs-Ringer adicionada con dcido ascdrbico (0.2

mg-mL"'). Para prevenir la oxidacién del firmaco las soluciones se mantuvieron al
abrigo de la luz hasta el momento de su utilizacidn.

Prazosina (Pfizer). Se preparé una solucién madre en etanol al 10%. Posteriormente
se realizaron las diluciones oportunas, de manera que las soluciones utilizadas

tuvieran siempre un contenido en etanol inferior al 0.1%.
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- Seroalbiimina bovina (Sigma Chemical Company), disuelta al 2% en tampdn Tris-HCI
50 mM pH 7.4 |

- 1,2,3,4-tetrahidro-9-aminoacridina (tacrina) (Janssen Pharmaceuticé), disuelta a la
concentracion adecuada en agua destilada.

- Yohimbina (Sigma Chemical Company), disuelta en agua destilada hasta obtener la

concentracion adecuada.

- Las otras sustancias empleadas pertenecen a la categoria de reactivos quimicos, todas ellas

“de calidad para andlisis.

" METODOS

A. ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO

1. VALORACION DE LA MEMORIA RECIENTE

Como modelo animal se empleo la rata adulta. Existen varias aproximaciones para desarrollar '
modelos animales con alteraciones de memoria, por ejemplo aquellos que utilizan el bloqueo
de la funcién colinérgica (Flicker y cols, ,1983; Haroutunian y cols, 1985) y noradrenérgica
(Zoretzer, 1986). Sin embargo, el modelo que parece ser mas adecuado es aquel que emplea
animales viejos, pese a que los roedores no padecen la enfermedad de Alzheimer y en
: general desarrollan pocos de los hechos neuropatblégicos observados en dicha enfermedad
(Bartus y Dean, 1987). Tanto en la enfermedad de Alzheimer como en la ratas viejas se
- observa una incapacidad para recordar eventos, preferentemente aquellos que son discretos
-y breves. En ambos casos aparecen grandes deficiencias en situaciones en las que no hay
[ oportunidad de préctica o repeticién, ni posibilidad de volver a ofr la informacién a recordar.
| Ademﬁs el curso temporal de pérdida de la retencién es relativamente rédpido (habitualmente

en horas o minutos) tanto para el enfermo de Alzheimer como para la rata vieja.
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Entre los diversos métodos disponibles para el andlisis de los procesos de retencion, la
prueba seleccionada fue un test estdndar de evitacién pasiva de un unico ensayo, que
proporciona una medida fiable, reproducible y especifica de los procesos de retencién sin la
aparicién de factores como la ansiedad o la depresién en el animal, que podrian alterar su
respuesta (Bartus y Dean, 1985). Los controles demuestran que las deficiencias de memoria
observadas en los animales viejos, no pueden explicarse en funcién del umbral de shock, del
nivel de actividad motora o de otros factores de confusién, sino que reflejan un deterioro de
la capacidad de recordar por periodos de tiempo suficientemente largos, el evento aversivo

aprendido.

En este tipo de prueba el animal debe inhibir un compdrtamiento que desarrollaria en
condiciones normales con el fin de evitar un estimulo aversivo. El comportamiento escogido
ha de tener una gran probabilidad de producirse, por lo que se seleccionan aquellos que
presentan una predisposicién innata. En concreto, en este caso, se consideré la tendencia

espontdnea a evitar espacios iluminados.

El modelo consiste en una caja cuyas paredes estdn construidas en pldstico negro. La jaula
estd dividida en dos compartimientos iguales separados por una puerta de guillotina. Uno de
los compartimientos estd iluminado mediante una bombilla situada en la parte.superior de la
pared mientra que el otro no estd iluminado. El suelo estd formado por barras dé acero
inoxidable de 4 mm de didmetro a través de las cuales se puede administrar un shock
eléctrico (Colbourn Instruments scrambled grid floor shocker, modelo E 13-08). Esta rejilla
inferior puede pivotar y detectar la posicién del animal mediante un microinterruptor, de
manera que cuando la rata penetra con sus cuatro patas en el compartimiento oscuro, se
administra una descarga eléctrica (0.5 mA, 3s) que cdnstituye el estimulo aversivo que el

animal debe recordar.

Una semana antes de comenzar los experimentos y hasta el momento de su finalizacién, los
animales permanecieron estabulados en el recinto donde se realizaron las pruebas de
comportamiento, en condiciones controladas constantes de temperatura (22 +2°C) y humedad

(40-60%), con acceso libre a comida y bebida, siendo sometidos a ciclos de 12 horas de luz/oscuridad.
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i
Con el fin de evitar la induccién de estrés provocada por el manejo del animal, una semana
antes de pasar las pruebas de comportamiento, las ratas recibieron diariamente sesiones de
manipulacién, para irse habituando al contacto con el experimentador.
j
Los estudios se realizaron siempre en el mismo momento del dfa, entre las 10-12 horas de
la mafiana, ya que es en este periodo cuando se registran en el hipocampo los valores mds

altos de flujo sanguineo.
1.1. Fase de adquisicion

"El modelo experimental utilizado consta de dos etapas. En una primera fase de
_entrenamiento, el animal se colocé en el compartimiento iluminado y, tras un periodo de
. acomodacién de 10 segundos, la puerta de guillotina se levanté permitiendo la entrada del
animal en el segundo compartimiento, no iluminado. Una vez el animal hubo penetrado con

las cuatro patas en este ultimo, la puerta se cerré impidiendo su salida. En ese momento se
administrd a través de la rejilla inferior metdlica durante 3 segundos, una descarga eléctrica
 inescapable de 0.5 mA. Con el fin de garantizar que se trataba de un estimulo aversivo, se
' seleccion6 una intensidad de shock bajo la cual los animales jévenes no tratados presentaron

latencias de evitacién elevadas, acordes con la literatura. Inmediatamente después de retirar

al animal del compartimiento oscuro, se le inyect6 bien solucién salina (1 mL-kg!) bien el
g'férmaco objeto de estudio a la dosis adecuada, por via intraperitoneal, y se devolvié a su

jaula.

| Se realizé una administracién post-entrenamiento, puesto que se ha establecido claramente

| que la inyeccién de firmacos después de esta fase afecta a los procesos que operan después |
del entrenamiento, y por tanto no modifica la adquisicién, los procesos especificos de
recuperacién de la memoria ni las funciones sensoriales 0 motoras durante el test (Flood y

' cols, 1984). Esto es mﬁy importante porque la integridad de estas funciones es necesaria para

la correcta ejecucion de la prueba (Barnes, 1990).
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Con el fin de descartar que los efectos del firmaco pudiéran ser explicados en términos
diferentes de la accion especifica sobre memoria reciente, bien como un efecto aversivo de
la maniobra de inyeccién bien como una posible alteracién de la actividad motora que
modificara la respuesta al test, se incluyé un grupo control de animales a los que se inyecté

la misma dosis del firmaco, pero no recibieron shock.

Durante la fase de entrenamiento los animales que no pasaron hacia el compartimiento oscuro
en un tiempo mdiximo de 100 segundos fueron desechados del estudio. Con esto nos
aseguramos de que el animal no presentaba problemas de actividad motora y que podia sentir
el estimulo aversivo, factores muy importantes para realizar correctamente el test (Barnes,
1990).

1.2. Fase de evaluacion de la retenciéon

Transcurridas veinticuatro horas a partir de la sesiébn de entrenamiento, se evalud la
capacidad de retencién del hdbito aversivo que presentaban los animales en condiciones de
extincién (sin shock). Durante esta fase el experimentador desconocia si el animal pertenecia
al grupo control o al tratado, para evitar posibles influencias que pudieran modificar el
resultado del test. La prueba de retencién consisti6 en colocar de nuevo al animal en el
compartimiento iluminado y en.analizar el tiempo que tardaba en entrar al compartimiento
oscuro. Este pardmetro, que se denomina latencia de evitacién, se registré automdticamente
en un mdédulo de contaje electrénico (Colbourn Instruments, modelo R11-45). La latencia de
evitacion refleja la capacidad de retencién, de forma que latencias elevadas manifestarian una
capacidad de retencién elevada y por el contrario la disminucién de la latencia reflejarfa una

]

alteracion en la retencién.

En esta fase experimental el tiempo maximo de permanencia en el compartimiento iluminado
se establecié en 600 segundos; los animales que permanecieron en el citado compartimiento
durante este periodo de tiempo se consideré que habian alcanzado la latencia mdxima (600),

es decir presentaron una retenciéon maxima.
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é2.. PROTOCOLO EXPERIMENTAL
2.1. Experimentos preliminares

.Con el fin de determinar la intensidad adecuada del estimulo aversivo, se someti6 a esta
\ .

'prueba a un gran nimero de animales jévenes. Se escogi6é una intensidad tal (0.5 mA) que
indujo a los animales a recordar el estimulo aversivo, sin causarles una lesién en las patas

(Barnes, 1990).

Para valorar el grado de pérdida de la capacidad de retencién con la edad, se realizaron
-experimentos en los que se compararon las latencias de evitacién de ratas jévenes (2 meses)
y adultas (18 meses). En esta serie experimental se inyect6 a los animales solucién salina
fisiolégica (ImL-kg', por via intraperitoneal), inmediatamente después de la fase de

‘entrenamiento.

2.2. Andlisis de la accién de la tacrina sobre los procesos de consolidacién en el test de
evitacion pasiva de un tdnico ensayo

| |

‘Con el fin de analizar la accidn de la tacrina sobre los procesos de consolidacién de memoria
reciente en el test de evitacién pasiva de un dnico ensayo, se probaron varias dosis del
formaco que fueron inyectadas por via intraperitoneal, inmediatamente después de la sesién
.de entrenamiento. La efectividad de las diferentes dosis de tacrina para aumentar los tiempos
ide latencia se valoré, en condiciones de extincién, transcurridas veinticuatro horas desde la

‘sesi6n de entrenamiento.

3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y VALORACION ESTADISTICA

‘r

‘En loé estudios de comportamiento, se analizé la latencia de evitacion, es decir, el tiempo
que tardé el animal en pasar al compartimiento oscuro durante la fase de retencién. En esta
‘prueba, y dado el amplio rango de valores obtenido, los datos se expresaron como mediana

i de los tiempos de latencia con sus correspondientes rangos intercuartilicos.
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La significacién estadistica se determind mediante el andlisis de la varianza de Kruskal-
Wallis, mientras que las comparaciones independientes entre grupos se valoraron mediante

el test de Mann-Whitney. El nivel de significacién minimo se estableci6 para una p<0.05.

B. ESTUDIOS BIOQUIMICOS
1. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE AMP CiCLICO

1.1. Estudios preliminares

1.1.1. Pregaracién de la proteina de fijacién

Para la preparacién de la proteina de fijacién se emplearon cdpsulas suprarrenales de
bdvidos, sumini‘stradaé por el Matadero Municipal de Sabadell. Dichas cdpsulas
suprarrenales, se extrajeron de animales jévenes recién sacrificados y se transportaron en
hielo hasta el Departamento de Farmacologfa, donde inmediatamente se inicié la
manipulacién de las mismas. En principio se siguié la técnica de Brown y cols (1971),
modificada de acuerdo con Tovey y cols (1974) para conseguir una mayor purificacién de

la proteina de fijacién.

El proceso de purificacion fue el siguiente: En primer lugar las glandulas suprarrenales se
limpiaron de grasa, se cortaron por la mitad y se extrajo la médula. La corteza se troced, se
pesé y se le afiadieron 1.25 volimenes de tampén de homogeneizacién (Tris-HCI 50 mM,
EDTA 4 mM, pH 7.5). Se realizaron tres o cuatro homogéneizaciones de 30 segundos,
dejando transcurrir un intervalo de uno a dos minutos entre cada una de ellas, para evitar que
la temperatura de la muestra subiera por encima de los 4°C. Para esta operacién se utilizé
un homogeneizador mecdnico (Osterizer). Se midi6 el volumen final del homogeneizado y
se centrifugé a 15000xg, durante 30 minutos a 4°C, en una centrifuga refrigerada (RC-5
Sorvall). El sobrenadante se fraccioné con sulfato amoénico hasta un 55% de saturacidn,

removiendo constantemente durante 30 minutos en hielo. La mezcla se volvi6 a centrifugar
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en las mismas condiciones. A continuacién se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el
sedimento en el 5% del volumen inicial del homogeneizado con tampdn fosfato sédico S mM
pH 7.5, adicionado con 2-mercaptoetanol 6 mM. La proteina asi obtenida se congel6 a -20°C
para su posterior utilizacién. En estas condiciones de almacenamiento, la proteina puede

permanecer durante meses sin que su capacidad de fijacién se vea afectada.

.1.1.2. Ensayo de la proteina de. fijacién

Una vez purificada la proteina obtenida a partir de las cdpsulas suprarrenales de b6vidos, se
realiz6 un ensayo de fijacién, segin la técnica de Brown y cols (1971). Para ello se
e_mplearon diferentes diluciones de la proteina con el fin de determinar aquélla que
proporcionaba una fijacién de aproximadamente el 30% del [PH]-AMP ciclico. Este
.experimento ademds permite constatar la linealidad de la unién a la proteina en los méargenes

de concentracién utilizados durante la realizacién del ensayo.

Se efectuaron una serie de diluciones de la proteina puriﬁcada (5, 10, 20, 30 y 40 veces),
:realizando el ensayo por triplicado segtin el siguiente protocolo: A cada uno de los tubos se
afiadieron 100 L de tampén de Brown (Tris-HCl 50 mM pH 7.4, que llevaba adicionado
3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 10 mM y 2-mercaptoetanol 6 mM), 100 L de agua
‘destilada, 50 uL de [PH}-AMP ciclico (0.1 uCi finales) y 100 uL de cada una de las
diferentes diluciones de la proteina purificada. Se incubaron los tubos durante 90 minutos a
4°C. A continuacién se afiadieron 100 uL de una suspensién de carbén activado realizada
en tampén de Brown adicionado con un 2% de BSA. Esta suspensi6n se mantuvo en continua
agitacién durante los 15 minutos anteriores al final de la incubacién, para asegurar la
completa homogeneidad de la mezcla. Con el fin de sedimentar el carb6n activado, los tubos
se centrifugaron a 1200xg durante 15 minutos (4°C). Del sobrenadante se extrajeron 200 uL,
;que se pusieron en viales de contaje a los que se afiadieron 4 mL de liquido de centelleo
(Supersolve-X, Koch-Light LTD). Se conté cada vial 5 minutos en un contador de centelleo
(LKB 1209 Rackbeta) con una eficiencia de conta:je del 50-60% . Con los resultados se realizé
una recta de fijacién para determinar la dilucién de proteina que proporcionaba un 30% de

fijacién del [PH])-AMP ciclico, que fue la empleada en el resto de los ensayos.
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En la figura 1 se representa una recta tipica obtenida tras la realizacién de un ensayo de
fijacién con diferentes diluciones de la proteina purificada a partir de cortezas suprarrenales
de bévido. |

70

60 [
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% de fijacion

20

10 |

1/5 1/10 1/20  1/30 1/40
Dilucion de la proteina de fijacidon

Figura 1. Recta de fijacién del PH]-AMP ciclico a la protefna de fijaci6n purificada a partir
de cépsulas suprarrenales de bévido. Los resultados proceden de un experimento tipo. En
abscisas se representan las diferentes diluciones de la proteina realizadas frente al porcentaje
de fijacién del [*H]-AMP ciclico a dicha proteina.

1.1.3. Curva estdndar de AMP ciclico

Se realiz6é una curva estdndar de fijaciéon de AMP ciclico por desplazamiento isotdpico. Para
ello se prepararon concentraciones conocidas de AMP ciclico frio, que proporcionaron 0.5,
1,2,3,4,6, 8, 10, 12 y 16 pmoles de AMP ciclico en el tubo de reaccién. Cada punto de
la curva estdndar se realiz6 por triplicado siguiendo el protocolo detallado en la tabla 1.

Después de anadir 100 uL. de la suspensién de proteina de. fijacién a los tubos que lo
requerian, se dejaron incubar durante 90 minutos a 4°C. Al final de este periodo se

anadieron 100 pL de una suspensién de carbén activado, excepto al iltimo triplicado al que
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;se afiadié el mismo volumen de agua destilada. Estos tubos, que no llevan carb6n activado
se utilizaron para determinar la radiactividad total empleada durante el ensayo. Finalmente,
los tubos se agitaron y se centrifugaron a 1200xg durante 15 minutos (4°C). Con cuidado de
no remover el sedimento, se extrajeron 200 L del sobrenadante que se pusieron en viales
de contaje, a los que se aﬁadieron 4 mL de liquido de centelleo. Se realiz6 la lectura de cada

vial durante 5 minutos en el contador de centelleo.

Con estos resultados y teniendo en cuenta las cantidades de AMP ciclico no marcado
faﬁadidas a cada uno de los triplicados, se realiz6 una recta patrén, a partir de la cual y por
interpolacion se obtuvieron los valores de AMP ciclico de los diferentes experimentos. Esta
curva estdndar de fijacién de AMP ciclico por desplazamiento isotdpico, se repitié con una
periodicidad mensual, con la ﬁnélidad de comprobar si la fijacién del [PH]-AMP ciclico a la

proteina segufa siendo lineal en las condiciones experimentales empleadas (Fig 2).

6r e

Co/Cx

O 11 1 ] 1 i
1 2 3 45 6 8 10 12 16
pmoles AMPc en el tubo

‘Figura 2. Curva estindar de AMP ciclico por desplazamiento isotSpico de la proteina de
iﬁjacién. Se representan en abscisas los pmoles de AMP ciclico presentes en el tubo de
‘reaccién y en ordenadas el cociente entre la radiactividad en ausencia de AMP ciclico frio
(C,= fijaci6n total) y la radiactividad remanente en presencia de cantidades crecientes de
AMP ciclico frio (C,). Como puede observarse, el ensayo es lineal en todo el rango de
;_concentraciones utilizado.
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Tabla 1. Protocolo de realizacion de la curva estindar de AMP ciclico por desplazamiento

isotdpico.
Tubo Tampén Agua destilada [*H]-AMPc AMPc frio Proteina
(uL) WL D (L) (L)
1,2,3 (Fy) 100 100 50 i 100
4,5,6 100 50 50 50 (0.5 pmoles) 100
7,8,9 100 50 50 50 (1 pmol) 100
10,11,12_ ‘ 100 50 50 50 (2 pmoles) 100
13,14,15 100 50 | 50 50 (3 pmoles) 100
16,17,18 100 50 50 50 (4 pmoles) 100
19,20,21 100 50 | 50 50 (6 pmoles) 100
22,23,24 - 100 50 50 50 (8 pnioles) 100
25,26,27 100 50 50 50 (10 pmoles) 100
28,29,30 100 50 | 50 50 (12 pmoles) 100
31,32,33 100 50 50 50 (16 pmoles) 100
34,35,36 (F) 100 200 50 - -
37,38,39 (Ry) 100 200 50 - -

Tampén= Tampén Tris-HC1 50 mM pH 7.4, IBMX 10mM, 2-mercaptoetanol 6 mM.
Fr= Fijacién total del [’H]-AMP ciclico a la protefna.
F;= Fijacién inespecifica del [*'H]-AMP ciclico.

Rr= Radiactividad total empleada en el ensayo.
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1.2. Determinacién de los niveles de AMP ciclico

i1.2.1. Preparacién y preincubaéién de miniprismas cerebrales

Los animales se sacrificaron siempre entre las 10-12 horas de la mafiana, dado que se ha
demostrado que tanto los niveles basales, como la hidrélisis del AMP ciclico por la
fosfodiesterasa estdn sometidos a ciclos de 12 horas, mostrando su mdxima actividad en las

primeras horas de luz y al anochecer (Lemmer y cols, 1987).

El método utilizado para la preparacién de los miniprismas cerebrales fue el descrito por
Brown y cols (1971) con pequefias modificaciones. Los animales fueron decapitados, se
‘extrajo el cerebro y se disecaron la corteza cerebral y el hipocampo en hielo (4°C). Con los
Etej'idos se realizaron miniprismas de 350x350 um con ayuda de un seccionador de tejidos
Mcllwain. A continuacién se transfirieron los miniprismas a tubos de vidrio cerrados
herméticamente, que contenfan solucién Krebs-Ringer (ver composicién en la tabla 2)
;previamenté gaseada con una mezcla de 95% O,- 5% CO,, durante un minimo de 15
:minutos, para estabilizar el pH a 7.4. La solucién se mantuvo durante todo el proceso
termostatizada a 37+0.5°C. Cuando fue necesario se afiadi a la solucién Krebs-Ringer 4cido -
ascorbico (0.2 mg-mL") para prevenir la oxidacién de las catecolaminas (isoprenalina y
'noradrenalina). Los tubos se agitaron suavemente en un bafio de incubacién (Unitronic 320
OR, Selecta) para permitir la correcta disgregacion de los tejidos. A continuacién se lavaron
cuatro veces las preparaciones por aspiracién, con ayuda de vacio suave.

Cuando los experimentos se realizaron con el fin de determinar la acumulacién de AMP
ciclico acoplada al adrenoceptor B8, se procedié al bloqueo irreversible de los receptores a-
‘adrenérgicos. Para ello se procedi6 a la incubacién de los tejidos con un agente alquilante
Ede estos receptores, como es la fenoxibenzamina a una concentraciéon 1 uM (Nickerson,

'1949), en el mismo tampén a 37+0.5°C, durante 10 minutos y con agitacién suave.

‘Cuando se analizé la acumulacién de AMP ciclico acoplada a la activacién de los

adrenoceptores «,, los receptores B se bloquearon de manera irreversible con
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' bromoacetilalprenolol mentano (BAAM) 10 uM (Pitha y cols, 1980), en las mismas

condiciones de temperatura.

Las preparaciones se lavaron cuatro veces con solucién Krebs-Ringer, mediante aspiracién
suave con ayuda de un ligero vacio, para eliminar completamente del medio de incubacién
estos antagonistas. Finalmente, los miniprismas se incubaron durante 20-30 minutos (seguin
si se investigaba la accién de los formacos in vitro o in vivo, respectivamente) en solucion
Krebs-Ringer. Durante la incubacion los tejidos fueron gaseados de manera coristante, para

recobrar los niveles intracelulares de ATP (Whittingham y cols, 1984).

Tabla 2. Composicién de la solucién Krebs-Ringer empleada para la realizacién de los
diferentes experimentos. El pH de la solucién se mantuvo a 7.4 gaseando durante un minimo
de 15 minutos con carbégeno (95% 0O,-5% CO,).

mM » g'L!
NaCl 117.70 6.89
KCl . | 4.69 | 0.35
CaCl, 2.47 0.27
KH,PO, 1.16 | 0.16
MgSO,- TH,0 - 1.18 0.29
Glucosa | 9.90 1.78
NaHCO, | 24.30 2.04

1.2.2. Tratamiento de los miniprismas con firmacos

Cuando se analizé la accién de los diferentes formacos in vitro, tras una primera incubacién
en Krebs-Ringer a 3740.5°C durante 20 minutos, los tejidos fueron tratados durante 10

minutos més con la concentracién adecuada de las diferentes sustancias objeto de estudio.
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A continuacién, tanto en los estudios in vitro como in vivo, se tomaron alicuotas de 0.5 mL
de los tejidos y se incubaron bien con Krebs-Ringer, para determinar la acumulacién basal,
o con el agonista, isoprenalina o noradrenalina a las concentraciones adecuadas, para
?estimular la formacidn del segundo mensajero por activacion de los adrenoceptores 8 o a;,
respectivamente. En el medio se afiadié 3-isobutil-1-metilxantina IBMX) (1 mM) con el fin
de inhibir la hidrélisis del AMP ciclico formado (Beavo y cols, 1970). Los tubos se
gasearon, se cerraron herméticamente y se dejaron incubar durante 10 minutos con agitacién.

El volumen final del ensayo fue de 0.6 mL.

- Finalmente, para detener la reaccién se calentaron los tubos a 100°C durante 10 minutos, se
1dejaron enfriar y se centrifugé en frio (4°C) a 1500xg durante 15 minutos. Se separ6 el
sobrenadante y se guardé congelado a-20°Cala espera de la posterior determinacién de los
niveles de AMP ciclico. De esta forma las muestras pueden conservarse durante un mes sin

que se produzca un deterioro significativo de los niveles de AMP ciclico.

El contenido proteico se determiné en el sedimento obtenido para cada tubo después de la

centrifugacién, segin la técnica de Lowry y cols (1951) utilizando como proteina de
l

referencia seroalbimina bovina.

1.2.3. Medida de la acumulacion de AMP ciclico

La concentracién de AMP ciclico se determin6 en 100 uL del sobrenadante utilizando la
técnica de desplazamiento isotépico descrita por Tovey y cols (1974) con pequeias
Emodiﬁca_ciones. Como proteina de fijacion se empleé la purificada a partir de cortezas de

‘cdpsula suprarrenal de bévido, tal como se describié en el apartado 1.1.1.

+ El ensayo se basa en la competicion que presentan el AMP ciclico tritiado y el AMP ciclico
;fn’o por unirse a una proteina de alta aﬁnidad y especificidad. El protocolo seguido para la
medida de los niveles de AMP ciclico es muy similar al mostrado en la tabla 1, siendo
realizados todos los ensayos por duplicado y en hielo. Inicialmente se realizé una dilucién

'1:2 de las muestras, con el fin de obtener un nivel de radiactividad que se pudiera interpolar
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en la recta patrén de fijacién del AMP ciclico a la proteina. Una vez afiadidos los reactivos
adeduados, se agitaron los tubos con ayuda de un vértex y se dejaron reposar durante 90
minutbs en hielo. Durante los 15 minutos previos a la finalizacién de la incubacién el carbén
activado se mantuvo en agitacién constante para asegurar la uniformidad de la suspension.
Finalmente el AMP ciclico libre, es decir, aquél que no se habia unido a la proteina, se
‘separé del ligado por adicién de 100 uL de la suspensién de carbén activado, seguida de una
centrifugécién a 1500xg en frio (4°C) durante 15 minutos. Con cuidado de no remover el
sedimento, se transfirieron alicuotas de 200 pL del sobrenadante a tubos de contaje y se
afiadieron 4 mL de liquido de centelleo a cada uno de los viales para determinar la

radiactividad que contenian, utilizando para ello un contador de centelleo liquido.

La éziﬁtidad de complejo PH]-AMP ciclico-proteina de fijacién formado es inversamente
proporcional a la cantidad de AMP ciclico presente en la muestra. La concentracion del
segundo mensajero obtenida en el ensayo, se calculé como pmoles de AMP ciclico formados
por mg de proteina. Este valor se obtuvo por interpolacién de la radiactividad contenida en
cada muestra, en la recta patrén de desplazamiento isotépico del [’H]-AMP ciclico de la

proteina de fijacion purificada a partir de cdpsulas suprarrenales de bévido.
2. MEDIDA DE LA HIDROLISIS DE FOSFOINOSITIDOS DE MEMBRANA
2.1. Preparacién de los tejidos

Una vez sacrificados los animales, se extrajo el cerebro y se disecaron en hielo la corteza
cerebral y el hipocampo. A partir de estos tejidos se obtuvieron miniprismas de 350x350 M
con ayuda de un seccionador de tejidos Mcllwain. A continuacién se transfirieron los
miniprismas a un erlenmeyer que contenia solucién Krebs-Ringer (ver composicién en tabla
2) cuyo pH fue ajustado a 7.4 con carbégeno (95% 0O,-5% CO,). Los tejidos se incubaron
seguidamente, en un bafio termostatizado, a 37+0.5°C durante 30 minutos con agitacién
fuerte, para disgregar los miniprismas y permitir la recuperacién de la carga energética
(Whittingham y cols, 1984). Finalmente se lavaron tres veces las preparaciones con la misma

solucién mediante aspiracién con ayuda de un vacio suave.
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2.2. Incorporacién de [*H}-inositol a los fosfoinositidos de membrana

.Con el fin de conseguir una correcta incorporacién de [*H]-inositol a los fosfoinositidos de
‘membrana, los miniprismas se resuspendieron en solucién Krebs-Ringer que llevaba
‘adicionado [*H]-inositol 0.3 uM. Los tejidos se incubaron con suave agitacién en un
erlenmeyer cerrado herméticamente para conseguir una atmoésfera de carbégeno, durante dos
‘horas a 37+0.5°C. Esta atmdsfera de carbgeno se renové aproximadamente cada 30
minutos. Al finalizar el periodo de incubacidén se extrajo el medio de marcaje y se lavaron
los miniprismas exhaustivamente con solucién Krebs-Ringer para eliminar todo el [*H]-

‘inositol que no habia sido incorporado por los tejidos.

t
i

2.3. Estimulacién de la acumulacién de los fosfatos de [*H]-inositol

Los miniprismas premarcados con [*H]-inositol, se empaquetaron por sedimentacién y
‘aspiracién del sobrenadante. Alicuotas de 50 pL se transfirieron a tubos de ensayo que
contenian 400 uL de solucién Krebs-Ringer. El tampén llevaba adicionado LiCl 10 mM, con
el fin de inhibir la enzima inositol-1-fosfatasa (Berridge y cols, 1982) y permitir asi la
| acumulacién de los diferentes fosfatos de inositol; y 4cido asc6rbico 0.1 mg-mL™', para evitar
la oxidacién de la noradrenalina. Los tubos que asf lo requerfan contenfan también 50 L de
_noradrenalina a la concentracién de 0.1 mM. Se gasearon con carbégeno todos los tubos, se
.ftaparon herméticamente, y se incubaron durante 60 minutos a 37+0.5°C, con agitacién
‘constante. La reaccién se par6 por la adicion de 1.2 mL de una mezcla de

cloroformo/metanol (2:1, v/v).

Se incluyeron una serie de tubos en los cuales el tejido se afiadié sobre el medio de
incubacidn que ya llevaba incorporada la mezcla de cloroformo/ metanol (2:1, v/v). Esta serie
- se utilizé para determinar el tiempo cero, que indica los fosfatos de inositol presentes en el
" medio y que no son debidos a 1a estimulacién a través de receptores. La cantidad de fosfatos
de inositol presentes en los tubos correspondientes al fiempo cero, fue sustraida a cada uno

los valores experimentales obtenidos.
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A continuacién se afiadieron 0.5 mL de cloroformo y 0.5 mL de HC1 0.25 N para extraer
los fosfatos de inositol formados, que son solubles en la fase acuosa. Finalmente, se agitaron
ILos tubos vigorosamente y se centrifugaron a 1500xg durante 10 minutos, con el fin de

obtener una buena separacién de las fases.
2.4. Tratamiento de los miniprismas con tacrina

Cuando fue necesario, se realiz6 una incubacién previa de los miniprismas con el fdrmaco
objeto de estudio. Para ello, una vez finalizada la fase de incorporacién del [*H}-inositol, se
transfirieron los miniprismas a un tubo que contenia solucién Krebs-Ringer adicionada con
LiCl (10 mM), 4cido ascérbico (0.1 mg-kg?) y tacrina 1 uM. Después de la incubacidn, que
para estos experimentos fue de 10 minutos, se empaquetaron los miniprismas para proceder
a la estimulacién de la formacién de los fosfatos de inositol segtin lo descrito en el apartado
2.3. a excepcidn de que en este caso la solucién Krebs-Ringer también llevaba incorporada

tacrina 1 uM.
2.5. Separacién de los fosfatos de [*H]-inositol

Los fosfatos de [*H]-inositol formados se separaron mediante cromatografia de intercambio
aniénico. Para ello se extrajeron alfcuotas de 1 mL de la fase acuosa, que se neutralizaron
con NH,OH 1.5 M. Se afiadieron 4 mL de agua destilada a cada tubo, y se decantaron las
muestras sobre columnas de pldstico rellenas con 0.5 mL de resina Dowex 1-X8 (forma
formiato, 100-200 mesh). El [*H]-inositol se eliminé de las columnas pasando a través de
ellas, de manera consecutiva, 20 mL de agua y 10 mL de una mezcla de formiato aménico
60 mM y tetraborato s6dico S mM. Los fosfatos de H]-inositol se eluyeron con 15 th de
formiatb amoénico 1 M disuelto en 4cido férmico 0.1 M, segiin el protocolo descrito por
Berridge y cols, 1982.

De las fracciones eluidas se tomaron alicuotas de 3 mL a las que se afiadié 15 mL de liquido
de centelleo, para finalmente proceder a su contaje durante cinco minutos en un contador

centelleo.
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v }Tras la elucién de los fosfatos de [°H]-inositol, las columnas se“lavaron con 2 mL de 4cido
férmico 1 M y 10 mL de tampén Tris-férmico (10 mM pH 7.4), conservindose después a
4°C en 4cido férmico 0.1 M. Antes de reutilizarlas, las columnas se equilibraron con 30 mL
de tampén Tris-férmico (10 mM pH 7.4). Este ciclo de lavado y regeneracién de columnas
}descrito por Minneman y Johnson (1984), permite la reutilizacién de las mismas al menos

durante cuatro veces, sin merma de su eficacia.

‘La cantidad de [*H]-inositol incorporada a los fosfoinositidos se determiné extrayendo
alicuotas de 100 uL de las fases orgdnicas. Después de dejarlas evaporar durante una noche,
se afnadieron 4 mL de liquido de centelleo y se procedi6 a la lectura de la radiactividad en

‘un contador de centelleo liquido durante cinco minutos.

Los resultados se expresaron como porcentaje de la radiactividad contenida en la fase acuosa
con respecto a la radiactividad total, es decir, lé suma de la radiactividad de ambas fases, ya
que €ésta es proporcional a la cantidad de [3H]-inositoi incorporado y al tamafio de la muestra.
1Los valores después de la estimulacién con agonistas se expresaron como porcentaje sobre

b_el valor basal, que se tomé como 100%.
‘3. ANALISIS DE LOS RESULTADOS Y VALORACION ESTADISTICA

Los valores obtenidos en los experimentos bioquimicos procedieron de un minimo de cinco
experimentos independientes realizados por triplicado. Los datos se expresaron como media
i + error estdndar de la media (E.E.M.).

Los resultados procedentes de las curvaS concentracidn-respuesta fueron analizados por
- regresion no lineal, usando el paquete de software Graph Pad (ISS). Este programa
' proporciona una estimacién de la respuesta médxima, la concentracién eficaz 50 (CEs) y la
pendiente de la curva. Los experimentos en los cuales se utiliz6 una tnica concentracion de
agonista en presencia de concentraciones variables de antagonista fueron analizados como
. curvas de desplazamiento por andlisis de regresion no lineal, con el mismo paquete

" informético que nos proporciond, el valor de la concentracién inhibitoria 50 (Cls).
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La significacién estadistica de los efectos observados sobre la acumulacién de segundos
mensajeros se determiné por medio del test ¢ de Student. La valoracién estadistica de las
curvas concentracién-respuesta se realizé6 mediante el andlisis de la varianza (ANOVA). El

nivel de significacion minimo se situé en p<0.05.

Para la determinacidn de la significacién estadistica de las diferencias entre los valores
obtenidos para la CE,,, se transformé dicho pardmetro en su logaritmo (pCEs,= v—logCEso),
dado que ha sido demostrado (Fleming y cols, 1972) que pardmetros de este tipo obtenidos
experimentalmente siguen una distribucién normal s6lo después de realizar su transformacién

logaritmica.

C. ESTUDIOS EN ORGANO AISLADO

Los receptores B-adrenérgicos del conducto deferente de rata pueden estudiarse
funcionalmente monitorizando la inhibicién producida por los agonistas del receptor, sobre
las contracciones inducidas por estimulacién eléctrica. En nuestro caso se utilizé esta
preparacién pafa valorar, en un modelo aislado, la posible accién directa de la tacrina sobre

el adrenoceptor 8.
1. PREPARACION DE LOS TEJIDOS

Para la extraccién y montaje del conducto deferente se sigﬁié la técnica descrita por Laporte
y cols (1966). Una vez sacrificado y desangrado el animal, se realizé una incisién en la zona
ventral inferior para dejar al descubierto el sistema urogenital. Localizados los testiculos, se
evertieron hacia el exterior visualizindose los conductos deferentes de ambos lados.
Posteriormente, se disec6 el conducto deferente desde el epididimo hasta su desembocadura
en la vesicula seminal y préstata, cortindose por ambos extremos. Una vez disecado y
cortado el conducto deferente, se traslad6 a una cépsﬁla de Petri que contenia solucién Krebs-
Ringer. El érgano se sujeté por un extremo con las pinzas y se fue limpiando con ayuda de

unas tijeras, del tejido conectivo adyacente procurando no daiiarlo ni estirarlo. Cada conducto
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deferente se dividié en dos porciones realizando un corte transversal, de forma que la porcién
prostatica represent6 un 40% de la longitud total del conducto deferente. Se utiliz6 la porcién
prostdtica porque el componente "no-adrenérgico” de la respuesta contrdctil inducida por
estimulacién de campo,debido a la liberacién de ATP (Sneddon y cols, 1984), predomina en
esta porcion del tejido (McGrath, 1978).

‘Una vez limpié la porcién prostdtica, se hicieron dos ligaduras en sus extremos y se cplocé
en un bafno dé 6rgano aislado, de 30 ml de capacidad, que contenia solucién 'Krebs-Ringer
a 3240.5°C, adicionada con prazosina 1 uM y yohimbina 10 uM. Estos antagonists se
aiiadieron al tamp6n para minimizar las acciones de la isoprenalina sobre los adrenoceptores
'a, y «,, respectivamente. Durante todo el experimento la solucién nutricia fue gaseada de
forma continua con carbégeno (95% 0O,-5% CO,) para mantener su pH estable a 7.4. El
tejido se até por un extremo a un electrodo de platino, de manera que el érgano quedé
@situado entre sus dos anillas. Por el otro extremo se uni6 a un transductor isométrico (UF-1)
conectado a un registrador electrénico (Omniscribe). El tejido se ajustd a uné tensién de
reposo de 0.5 g, permitiendo que se equilibrase durante 45 minutos.

- 2. CURVAS CONCENTRACION-RESPUESTA
2.1. Curvas acumulativas realizadas con isoprenalinav

Pasado el periodo de estabilizacion se procedié a la estimulacién del 6rgano mediante un
estimulador eléctrico (Harvard) ajustado para proporcionar una corriente de campo continua

-de una frecuencia de 0.1 Hz, voltaje supramaximal (30-40 Voltios) y una duracién de 1 ms.

Cuando la respuesta contréctil inducida por la estimulacién de campo, se mantuvo constante
.y estable, se afladié una concentracion del agonista, isoprenalina (1 xM), al bafio de 6rganos.
iUna vez desarrollado el efecto miximo, se lavé exhaustivamente la preparacién, dejandola

reposar un minimo de 15 minutos. A continuacién se volvié a exponer el drgano a

isoprenalina 1 uM, repitiendo el ciclo de lavado. Seguidamente se afadi6 de forma

racumulativa y a concentraciones crecientes isoprenalina (10 nM-10 xM), hasta que dos
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concentraciones progresivas del firmaco no produjeron un efecto mayor (Van Rossum,

1963), para obtener la curva concentracion-respuesta completa.
2.2. Tratamiento del érgano con tacrina

Cuando se estudio el efecto de la tacrina, una vez obtenida la curva completa del agonista,
se lavoé la preparacidn varias veces y se dej6 recuperar el tejido hasta que las contracciones
alcanzaron la amplitud inicial. En este momento, se afiadi6 al bafio la concentracién adecuada
de tacrina (1-10 uM) y se dej6 incubar durante 10 minutos. Finalmente, y sin eliminar la
tacrina del medio, se volvid a repetir la curva concentracién-respuesta acumulativa para la

isoprenalina.
3. ANALISIS DE RESULTADOS Y VALORACION ESTADISTICA

Las curvas concentracién-respuesta se realizaron considerando la amplitud de la respuesta
inmediatamente antes de la dosis inicial del agonista 8-adrenérgico como 0% de inhibicion,
y la linea de base obtenida antes de realizar la estimulacién eléctrica, como la mdxima
inhibicién (100%).

Para la determinacién estadistica de las diferencias entre los valores obtenidos para las CEs,
éstas se transformaron en su logaritmo (Fleming y cols, 1972). La valoracién estadistica de
las curvas concentracion-respuesta se realizé mediante el andlisis de la varianza (ANOVA)
mientras que las comparaciohes individuales se evaluaron mediante el test ¢ de Student. La

significacién minima se situé en p<0.05.
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—‘A. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IN VIVO DE LA TACRINA
1. ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO

1.1. Controles con solucién salina

En nuestro disefio experimental la evaluacién de la latencia de evitacién reveld diferencias
1mportantes entre el grupo de animales _](5VCHCS y adultos a los que se administré solucién
sahna (1 mL-kg! por via intraperitoneal) inmediatamente después de la fase de entrenamiento
(fig 3). En ratas jévenes, la latencia fue muy elevada [mediana del‘tlempo de latencia=
589.5 (Q25=539.O-Q75 =600)], indicando una buena retencién del hdbito aversivo adquirido
en la fase de entrenamiento. Este pardmetro se modific6 con la edad, tal como lo demuestra
la latencia de los animales adultos [mediana del tiempo de latencia= 273.2 (Q,s=212.5-
Q;5=319.0)] que resultd ser significativamente menor que en los animales jévenes (p<

0.001), presentando un porcentaje de disminucién del 56.3%.

600 |- T

f . L. @ 500 L
Figura 3. Latencia de evitaci6n (valor c
de la mediana con su correspondiente 7§ 400 +
rango intercuartilico) de ratas jévenes :;: .-
(2 meses) (barras blancas) y adultas o 300+
(18 meses) (barras diagonales) en el : V/
test de -evitacion pasiva de un dnico 2 200}
ensayo. ***p<0.001 con respecto a £ /
las ratas de 2 meses. - 100r

0 %,

2 meses 18 meses
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1.2. Efectos de la tacrina

La administracién de diferentes dosis de tacrina (0.1, 1, 2.5 mg-kg') por via intraperitoneal
inmediatamente después del entrenamiento, dié lugar a una clara mejoria de la retencién en
el test de evitacién pasiva de un tnico ensayo en los animales adultos (18 meses), con

aumentos de la mediana de los tiempos de latencia paralelos a la dosis administrada.

La inyeccién de 0.1 mg-kg de tacrina por via intraperitoneal, produjo un ligero incremento
en la latencia de evitacion [mediana del tiempo de latencia= 380 (Q,s= 270-Q,s= 580)], que

no resultd significativo frente a la situacién control (fig 4).

Cuando aumentamos la dosis hasta 1 mg-kg! se obtuvo un incremento importante y
significativo (p<0.05) en este pardmetro [mediana del tiempo de latencia= 553 (Qy=
369.25-Q;5= 590) (fig 4).
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Figura 4. Efectos de la administracién de 0.1, 1 y 2.5 mg-kg' de tacrina (THA) (barras
diagonales) inmediatamente después del entrenamiento sobre la retencién de las ratas adultas
en el test de evitacién pasiva. Las barras representan latencia de evitacion (mediana con su
rango intercuartilico). NS= Animales que han recibido 2.5 mg-kg! de tacrina, pero no
shock. *p<0.05 frente a salino, ***p<0.001 frente a shock. |
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Por iltimo, la inyecci6n de tacrina a la dosis de 2.5 mg-kg"! i.p. inmediatamente después de
la fase de entrenamiento, mejor6 significativamente el proceso de consolidacién en las ratas
adultas (p <0.05) [mediana del tlempo de latencia= 569 (Q,s= 503-Q,s= 600)]. Asi, en este
grupo de edad la latencia de evitacién después de la inyeccién de esta dosis (2.5 mg-kg') de
tacrina fue significativamente mayor que la que presentaron los animales control que
recibieron solucién salina (p <0.05) (fig 4), presentando un rango intercuartilico menor que
el obtenido con la dosis de 1 mg-kg'. Este efecto obtenido parece especificamente
relacionado con los procesos de retencién, ya que al comparar dicho pardmetro con la
latencia obtenida en las ratas a las que se administré la misma dosis de tacrina pero no

recibieron shock también se observaron diferencias significativas (p <0.001) (fig 4).

La accién de la tacrina se evalué asimismo en animales jévenes. Sin embargo, en este caso
la tacrina no aumentd significativamente la latencia de evitacién con respecto a los controles
que recibieron salino, debido a que los animales jévenes control ya habia alcanzado la

puntuacién mdxima en el test.

1.3. Influencia de un bloqueante B-adrenérgico sobre la accién de la tacrina

‘La inyeccién de propranolol (1 mg-kg') simultdnea a la de tacrina (1 mg-kg?),
inmediatamente después de la fase de entrenamiento en la prueba de evitacién pasiva de un
tnico ensayo, produjo un claro incremento en el efecto de la tacrina [mediana del tiempo de
latencia= 600 (Q,s= 600-Q,s= 600)], que no fue estadisticamente diferente del valor
alcanzado cuando se administré tacrina tnicamente [mediana del tiempo de latencia= 553
(Q25— 369.2-Q;s= 590)], si bien cabe indicar que el rango intercuartilico resulté

sen51blemente disminuido cuando se combinaron ambos firmacos.

En esta serie experimental se incluyeron animales a los que se administraron las mismas dosis
de los diferentes farmacos, pero no recibieron shock (0.5 mA, 3s) durante el entrenamiento,
para descartar posibles efectos aversivos de la maniobra de inyeccion o alteraciones de la
actividad motora, que pudieran alterar los resultados de la prueba. En estos animales que no

recibieron el estimulo aversivo los valores obtenidos fueron: para la inyeccién de 1 mg-kg?!
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de tacrina, mediana del tiempo de latencia= 77 (Qy= 36.75-Q;s= 133); para la
administracién de 1 mg-kg! de propranolol, mediana del tiempo de latencia= 71 (Q,s= 63-
Q,s= 102.25) y para la administracién conjunta de ambos formacos, mediana del tiempo de
latencia= 93 (Q,s= 77.5-Q,s= 99.5). '
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Figura 5. Efectos de la administracién conjunta, inmediatamente después del entrenamiento,
de 1 mg-kg" de propranolol y de 1 mg-kg! tacrina (THA +Prop) sobre la retencién de las
ratas adultas en el test de evitacién pasiva. Las barras representan latencia de evitacién
(mediana con su rango intercuartilico). THA= Animales que han recibido 1 mg-kg"' de
tacrina inmediatamente después del entrenamiento. Prop= Animales que han recibido 1
mg-kg"' de propranolol inmediatamente después del entrenamiento. **p<0 02 frente al
control; (n.s.) no significativo con respecto a la tacrina sola.

2. ESTUDIOS BIOQUIMICOS

Se estudiaron las variaciones producidas en los niveles de AMP ciclico acoplados a la
activacién del adrenoceptor 8 tanto en corteza cerebral como en hipocampo de animales
jévenes (2 meses) y adultos (18 meses), con el fin de detectar las posibles modificaciones
asociadas al envejecimiento. A continuacién se analizé el efecto de la inyeccién aguda de

tacrina, a una dosis (2.5 mg-kg"' por via intraperitoneal) que produjo una clara mejoria en
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la retencién en los diferentes grupos de edad, evaluando su efecto a los 30 minutos de la
inyeccién. Finalmente, se examinaron las modificaciones de los niveles de AMP ciclico en
los distintos grupos de animales sometidos a las pruebas de evitacién pasiva de un tnico

ensayo.
2.1. Modificaciones de los niveles de AMP ciclico asociadas con la edad

Los niveles basales de AMP ciclico no presentaron modificaciones significativas asociadas
a la edad ni en corteza cerebral ni en hipocampo (fig 6). Cuando se compararon las
diferentes estructuras anatémicas, el hipocampo fue la regidén que presentd niveles basales
de AMP ciclico mds elevados, tanto en ratas jévenes (83.7 pmoles de AMP cfélico-mg“
proteina en hipocanipo frente a 63 pmoles de AMP ciclico-mg’ proteina en corteza cerebral,
p<0.01) como en adultas (70.4 pmoles de AMP ciclico-mg? proteina en hipocampo frente
a 63.6 pmoles de AMP ciclico-mg proteina en corteza cerebral, p <0.05). |

100 |

Figura 6. Niveles basales de AMP
ciclico en corteza cerebral e
hipocampo de animales j6évenes
(barras blancas) y adultos (barras
diagonales). Los valores se expresan
como media + E.E.M.
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- Cuando se f)loqueé la degradacién del segundo mensajero mediante la incubacién con el
inhibidor de la fosfodiesterasa IBMX (1 mM), la ‘acumulacién de AMP ciclico resulté
increrhentada frente a los valores basales en corteza cerebral de los animales jévenes (39.6%,
p<0.001) y adultos (35.5%, p<0.01) (fig 7). Sin embargo, en el hipocampo, la

acumulacién de AMP ciclico sélo aument6 significativamente en las ratas jévenes (24.7%,
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p <0.05) pero no en las adultas donde el aumento fue del 17.5%. De nuevo, en los animales
jéveﬁes, los niveles alcanzados resultaron ser mds altos (p<0.001) en el hipocampo (104.4
pmoles de AMP ciclico-mg™ proteina) que en la corteza cerebral (87.92 pmoles de AMP

ciclico-mg™ proteina) (p <0.01), sin que esta diferencia apareciese en los animales adultos.

En estas condiciones experimentales, cuando se compararon los valores obtenidos en las ratas
de 2 y 18 meses, no se apreciaron modificaciones significativas asociadas con la edad, ni en

corteza cerebral ni en hipocampo.
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Figura 7. Niveles de AMP ciclico,

tras la inhibicién de la fosfodiesterasa
con IBMX (I mM), en corteza
cerebral e hipocampo de animales
jévenes (barras blancas) y adultos
(barras diagonales). Los valores se -
expresan como media + E.E.M.
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Finalmente, cuando se estimulé la actividad adenilato ciclasa a través de la activacién del
adrenoceptor B adicionando al medio de incubacién una concentracién supramaximal de
isoprenalina (10 uM), se observé un marcado incremento en los niveles de AMP ciclico en
todos los grupos experimentales respecto a los niveles basales (ﬁg 8). Este incremento fue
del 84.4% vy del 120.6% en corteza cerebral de animales de 2 y 18 meses respectivamente
(p<0.001 para ambos grupos de édad) y de 128.1% y 187.4% en hipocampo de animales
jovenes y adultos respectivamente (p<0.001 tanto en animales jévenes como en adultos).
Cuando se compararon estructuras anatémicas, el hipocampo, estructura con una gran
densidad de adrenoceptores B y muy relacionada con los procesos de aprendizaje y memoria,
resulté ser mucho mds sensible a la estimulacién con isoprenalina obteniéndose valores mds

altos que en corteza cerebral (p<0.001 para ratas de 2 y 18 meses).
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Figura 8. Niveles de AMP ciclico,
tras la estimulacién del adrenoceptor 8
con isoprenalina 10 uM, en corteza
cerebral e hipocampo de animales
jévenes (barras blancas) y adultos
(barras diagonales). Los valores se
expresan como media + E.E.M.
*p <0.02 con respecto a los jévenes.
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En esta situacién, cuando se compararon entre si ambos grupos de edad se pudo apreciar que
a nivel cortical los valores obtenidos para la acumulacién de AMP ciclico estimulada por
isoprenalina eran significativamente més elevados (p <0.02) en las ratas adultas que en las
j6venes. Por otra parte, en el hipocampo, pese a que se aprecié un ligero incremento en los

niveles de AMP ciclico, no se alcanzé la significacién estadistica.

2.2. Efectos de la inyeccién aguda de tacrina

Con el fin de determinar si la tacrina por si misma ejercfa alguna accién sobre la
acumulacién de AMP ciclico acoplada al adrenoceptor 8, se administré a los animales una
.dosis de 2.5 mg-kg™' de tacrina por via intraperitoneal, y se sacrificaron treinta minutos mds
‘tarde, puesto que se ha descrito que durante la primera hora la concentracién intracerebral

de tacrina es superior a 1 uM (Nielsen y cols, 1989).

La tacrina produjo una disr_ninixcién significativa de los niveles basales de AMP ciclico con
- Tespecto a los animales no tratados, tanto en corteza cerebral (p <0.01) como en hipocampo

(p <0.05) de ratas jévenes, mientras que en las adultas el efecto unicamente fue significativo
‘a nivel hipocdmpico (p<0.01). '
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Cuando se compararon entre sf las dos estructuras anatémicas, el hipocampo resulté ser algo
mds sensible a la accién de la tacrina, siendo la disminucién de los niveles basales de AMP
ciclico inducida por el firmaco del 29.6% (2 meses) y del 17.2% (18 meses) en el
hipocampo frente a disminuciones del 17.1% (2 meses) y del 12.4% (18 meses) en la corteza
cerebral (fig 9). |

Figura 9. Acci6n de la tacrina (barras diagonales) (2.5 mg-kg" i.p.) sobre la acumulacién
basal de AMP ciclico respecto a la situacién control (barras blancas), en corteza cerebral e
hipocampo ratas jévenes (2 meses) y adultas (18 meses). Los valores se expresan como
media +E.E.M. *p<0.05; **p<0.01 respecto a los animales control.

Cuando se inhibid la actividad fosfodiesterdsica adicionando al medio de incubacién IBMX
(1 mM), el tratamiento agudo con tacrina indujo, en las ratas jévenes, una disminucién
estadisticamente significativa (p <0.02) de la acumulacién de AMP ciclico tanto en corteza
cerebral (15.3%) como en hipocampo (28.5 %) frente a los animales control. Por el contrario,
el efecto alcanzado por la tacrina en los animales adultos es mucho menos importante cuando
la degradacién del AMP ciclico se ve impedida, no observdndose diferencias significativas

con respecto a las ratas no tratadas, en ninguna de las dos estructuras cerebrales estudiadas
(fig 10). |
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Figura 10. Acci6n de la tacrina (barras diagonales) (2.5 mg-kg™ i.p.) sobre la acumulaci6n
de AMP ciclico tras la inhibicién de la fosfodiesterasa con IBMX (1 mM) respecto a la
situacién control (barras blancas), en corteza cerebral e hipocampo ratas jévenes (2 meses)
y adultas (18 meses). Los valores se expresan como media +E.E.M. *p <0.02 respecto a
los animales control.
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Figura 11. Acci6n de la tacrina (barras diagonales) (2.5 mg-kg™ i.p.) sobre la acumulacién
de AMP ciclico tras la estimulacién del adrenoceptor 8 con una concentracién supramaximal
de isoprenalina (10 uM) respecto a la situacién control (barras blancas), en corteza cerebral
e hipocampo ratas jévenes (2 meses) y adultas (18 meses). Los valores se expresan como
media +E.E.M. **p<0.01, ***0<0.001 respecto a los animales control.
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En condiciones de estimulacién de la actividad adenilato ciclasa a través de la activacién del
receptor B-adrenérgico, la inyeccién aguda de tacrina redujo sensiblemente los niveles de
AMP ciclico respecto a los controles. Asi, en los animales jévenes se observaron
disminuciones frente a los valores obtenidos en ratas tratadas con solucién salina del 24.5%
en corteza cerebral (p<0.01) y del 47.1% en el hipocampo (p<0.001). Esta situacién se
repite en los adultos donde los valores se redujeron frente a la situacién control un 25.9%
y un 42.2% en corteza cerebral e hipocampo reépectivamente (p<0.001 en ambas estructuras
cerebrales) (fig 11).

2.3. Niveles de AMP ciclico en los animales sometidos al test de evitacién pasiva

En esta serie de experimentos, una vez evaluada la retencién del hébito aversivo aprendido
durante la prueba de evitacién pasiva, los animales fueron sacrificados. Inmediatamente
después se determinaron los niveles de AMP ciclico, en situacién control, tras la inhibicién

de la fosfodiesterasa y estimulando el adrenoceptor 8 con isoprenalina.
2.3.1. Niveles de AMP ciclico en situacién control tras la administracién de shock

La administracién de un shock eléctrico en las. patas a los animales durante el test de
evitacién pasiva (0.5 mA, 3 s) no indujo variaciones significativas en la acumulaci6n basal
de AMP ciclico, ni en corteza cerebral (63.7 pmoles de AMP cfélico-mg" proteina en
jévenes y 64.5 pmoles de AMP ciclico-mg™! en adultas) ni en hipocampo (61.23 pmoles de
AMP ciclico-mg™! protefna en animales de 2 meses y 72.4 pmoles de AMP ciclico-mg™
proteina en los de 18 meses) con respecto a los valores obtenidos en los animales no tratados

que no habian habfan sido sometidos a shock (fig 12).

Cuando se inhibi6 la actividad fosfodiesterasa adicionando al medio de incubacién IBMX (1
mM), se observé que la administracion de un shock eléctrico (0.5 mA, 3 s) en las patas en
el test de evitacion pasiva de un tnico ensayo, no provocaba ninguna alteracion significativa
de los niveles de AMP ciclico en ninguno de los dos grupos de edad, con respecto a la

situacién control (fig 13).
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Figura 12. Niveles basales de AMP ciclico en animales tratados con salino (1 mL-kg!) que |
‘no recibieron shock (barras blancas), en animales no tratados sometidos a shock (0.5 mA,
3 s) (barras diagonales) y en aquellos a los que se administré tacrina post-entrenamiento (2.5
mg-kg) (barras horizontales) en corteza cerebral e hipocampo de ratas j6venes (2 meses) y
adultas (18 meses). Los valores se expresan como media + E.E.M. *p<0.05, **p<0.02,
***p < 0.001 frente al shock.
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Figura 13. Niveles de AMP ciclico después de inhibir la fosfodiesterasa con IBMX (1 mM),
en animales tratados con salino (1 mL-kg") que no recibieron shock (barras blancas), en
animales no tratados sometidos a shock (0.5 mA, 3 s) (barras diagonales) y en aquellos a los
que se administr6 tacrina (2.5 mg-kg") después del entrenamiento (barras horizontales) en
corteza cerebral e hipocampo de ratas jévenes (2 meses) y adultas (18 meses). Los valores
se expresan como media + E.E.M. *p<0.05, ***p<0.001 frente al shock.



122 NM Vivas

Finalmente, cuando se estimuld la actividad adenilato ¢iclasa incubando los miniprismas
procedentes de corteza cerebral e hipocampo de ratas sometidas a la prueba de evitacién
pasiva de un tnico ensayo, durante 10 minutos con una concentracién supramaximal de
isoprenalina (10 uM), la aplicacién de un tnico shock inescapable (0.5 mA, 3 s) en las patas
durante la fase de entrenamiento fue capaz de reducir la capacidad del agonista B-adrenérgico
para estimular la adenilafo ciclasa, aprecidndose una reduccién en la acumulacién de AMP
ciclico en todos los grupos experimentales. Este efecto alcanzé significacién estadistica tanto
en los animales j6évenes (17.3%, p<0.02 en corteza cerebral y 24.7%, p<0.01 en el
hipocampo) como en los adultos (19% en corteza cerebral y 31.7% en hipocampo, p<0.01
para ambas estructuras) (fig 14).
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Figura 14, Acumulacién de AMP ciclico después de incubar durante 10 minutos con
isoprenalina (10 uM) en animales tratados con salino (1mL-kg') que no recibieron shock
(barras blancas), en animales no tratados sometidos a shock (0.5 mA, 3s) (barras diagonales)
y en aquellos a los que se administr6 tacrina (2.5 mg-kg') inmediatamente después del
entrenamiento (barras horizontales) en corteza cerebral e hipocampo de ratas jévenes (2
meses) y adultas (18 meses). Los valores se expresan como media + E.E.M. *p<0.02,
**p<0.01, ***p<0.001, con respecto a los animales no tratados con tacrina que habfan
recibido shock. +p<0.02, ++p<0.01 con respecto a los animales control que no
recibieron shock.
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2.3.2. Modificacién de los niveles de AMP ciclico tras el tratamiento con tacrina

En esta serie experimental, la determinacién de AMP ciclico tuvo lugar 24 horas después de
la inyeccién del firmaco, momento en el que los niveles cerebralés de tacrina son muy bajos,
teniendo en cuenta que en cerebro de rata la concentracién de formaco disminuye con una
semivida bioldgica de 1.4 horas (Nielsen y cols, 1989). En estas condiciones se obtuvieron
unos niveles basales de AMP ciclico muy similares a los observados cuando la determinacién
del segundo mensajero se realizé transcurridos 30 minutos de la inyeccidn (tabla 3), a pesar
de que es en este momento cuando la concentracién intracerebral de tacrina es mdxima

(Nielsen y cols, 1989).

La inyecci6n intraperitoneal de 2.5 mg-kg" de tacrina inmediatamente después de la fase de
entrenamiento originé una disminucién estadisticamente significativa de los niveles basales
de AMP ciclico, con respecto a los animales sometidos al test de evitacién pasiva de un dnico
ensayo que habian recibido salino (1 mL-kg?), de un 17.6% en corteza cerebral (p <0.001)
y del 15.7% en hipocampo (p < 0.05) en los animales jévenes mientras que en los animales
adultos el efecto tinicamente alcanzé significacién a nivel cortical (disminucién del 15.3%,
p<0.02) (fig 12).

Para determinar si el efecto de la tacrina podia ser atribuible a un incremento en la
“metabolizacién del AMP ciclico, el estudio se repitié en presencia de un inhibidor de la
fosfodiesterasa, IBMX (1 mM). En estas condiciones experimentales, la tacrina indujo una
dismimicién estadisticamente significativa en la acumulacion de AMP ciclico (19.9%,
p<0.001 en corteza cerebral; 18%, p<0.05 en hipocampo) de los animales jévenes, hasta
alcanzar unos niveles comparables a los que se habfan obtenido en condiciones basales. Por
el contrario, en los animales adultos el efecto de la tacrina no alcanz6 significacién estadistica
cuando se bloqued la degradacién del AMP ciclico, en ninguna de las dos estructuras
cerebrales (fig 13). |

De nuevo, el efecto producido por la inyeccién de tacrina a una dosis capaz de mejorar la

_retencién de los animales adultos en el test de evitacién pasiva de un tnico ensayo, no resulté
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ser diferente del observado cuando se evaluaron las modificaciones de la a_cumulacién de
AMP ciclico transcurridos 30 minutos de la administracion de la misma cantidad de firmaco

(tabla 3).

Tabla 3. Niveles de AMP ciclico tras la inyeccién intraperitoneal de 2.5 mg-kg' en
condiciones basales (KREBS) y después de la incubaci6n con isoprenalina 10 uM (ISO) y/o
IBMX (1 mM) en corteza cerebral e hipocampo de ratas jévenes (2 meses) y adultas (18
meses). :

2 MESES 18 MESES
Corteza cerebral THA 30 min THA 24 h THA 30 min THA 24 h
KREBS 52.2+1.8 52.542.2 55.743.8  54.6+2.4
IBMX 74.5+3.1 66.5+2.9 83.0+4.6  72.243.5
.ISO 87.7442.9 829437 | 1040444  94.0+33

2 MESES 18 MESES
Hipocampo THA30min THA24h |THA30min THA 24 h
KREBS 58.942.5 51.6+1.4 58.3+1.7  56.7+7.6
IBMX 74.61+4.5 71.145.2 76.844.9  74.0+7.4
ISO 100.948.6 88.9+4.1 | 117.045.0  110.0+7.2

Los valores se expresan como el valor medio de pmoles de AMP ciclico formado-mg* de

proteina + E.E.M.

THA 30 min= Animales tratados con 2.5 mg-kg™* de tacrina i.p. y sacrificados 30 minutos

después para determinar los niveles de AMP ciclico.

THA 24 h= Animales tratados con 2.5 mg-kg! de tacrina i.p. y sacrificados 24 horas

después para determinar los niveles de AMP ciclico.
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Por iltimo, la tacrina disminuyé la formacién del segundo mensajero cuando se procedi6 a
la estimulacién de la actividad adenilato ciclasa por estimulacién de los receptores 8-
adrenérgicos con isoprenalina (10 uM). Este efecto resulté signiﬁcativo en todos los grupos
experimentales, en relacién al grupo de animales tratados con salino sometido a la prueba de
evitacion pasiva de un tinico ensayo. Los niveles de AMP ciclico fueron inferiores un 13.7%
y un 17.3% en corteza de animales jovenes y adultos respectivamente (p<0.01 en ambos
casos) mientras que en el hipocampo la disminucién fue del 38.1%, p<0.001 en ratas
Jovenes y del 20.4%, p<0.02 en adultas) (fig 14). Tampoco en esta situacién se observaron
diferencias entre los niveles alcanzados a los 30 minutos o a las 24 horas de la inyeccién

intraperitoneal de 2.5 mg-kg! de tacrina (tabla 3).

En términos de magnitud y al igual que sucedia en los casos anteriores, €l efecto de la tacrina
resultd ser mucho mds importante en estructuras hipocdmpicas, si bien esta mayor actividad
tinicamente alcanz6 significacién estadistica tras la estimulacién del adrenoceptor 8 con una
concentracién supramaximal de isoprenalina (p<0.001 en animales jévenes y p<0.01 en

adultos).

B. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IN VITRO DE LA TACRINA

1. EFECTOS DE LA TACRINA SOBRE LA ACUMULACION DE AMP_CiCLICO
- ACOPLADA AL ADRENOCEPTOR §

Se han estudiado las variaciones producidas en los niveles de AMP ciclico ligados a la
activacién del adrenoceptor B tras la incubacién de los tejidos con diferentes fAirmacos, en

‘corteza cerebral e hipocampo.

En este caso, los efectos de los formacos se evaluaron dnicamente en animales jévenes. El
grupo control se compuso por tejido cerebral (corteza e hipocampo) procedente de ratas de

2 meses que fueron preincubados con solucién Krebs-Ringer, en ausencia de firmacos.



126 NM Vivas

1.1. Andlisis del curso temporal de la accién de la tacrina

En una serie de experimentos preliminares y con el fin de establecer las condiciones 6ptimas
de incubacidn para la realizacién de los ensayos in vitro, se realizaron las curvas del curso
temporal de la accién de la tacrina sobre la acumulacién de AMP ciclico en las regiones

cerebrales (corteza e hipocampo) en las que posteriormente se realizaron los experimentos.

Péxa ello se incubaron los tejidos con tacrina 1 uM a diferentes intervalos de tiempo (0, 10,
20, 30 y 60 minutos), en presencia de IBMX 1 mM e isoprenalina 10 uM. Seguidamente se
determinaron los niveles de AMP ciclico alcanzados en cada uno de los tiempos de

incubacion.
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Figura 15. Curso temporal de la acci6n in vitro de la tacrina 1 xM sobre la acumulacién de
AMP ciclico acoplada a la estimulacién del adrenoceptor 8 con una concentracién
supramaximal de isoprenalina (10 xM), en miniprismas de corteza cerebral (®) e hipocampo
(a) de rata. Los valores se expresan como media + E.E.M.
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En estos ensayos observamos que la tacrina (1 uM) reducia la acumulacién de AMP ciclico
activada’ por isoprenalina, alcanzando su efecto mdximo transcurridos 10 minutos de
incubacion. La disminucién de los niveles de AMP ciclico producida por la tacrina se
mantenia durante por lo menos una hora (fig 15), sin que pudiera observarse el inicio de la
recuperacion. Por tanto, se determind realizar una incubacién de 10 minutos con tacrina para

el estudio de su perfil farmacoldgico in vitro.
1.2. Curva concentracion-respuesta de la tacrina

La Siguiente serie de experimentos se disefié con el fin de determinar si el efecto de la tacrina
sobre la acumulacién de AMP ciclico estimulada por isoprenalina (10 uM) era de caricter

~ concentracién dependiente. La incubacién de los miniprismas de corteza cerebral con
concentraciones crecientes de tacrina (0.1 uM-0.1 mM) en presencia del inhibidor de la
fosfodiesterasa, IBMX (1 mM) y de isoprenaliﬁa (10 uM), di6 lugar a una disminucién
concentracién-dependiente (F= 24.87, p <0.001) de la formacién de_ AMP ciclico estimulada
por isoprenalina. En esta estructura cerebral la tacrina present6 una Cls,= 0.77+0.13 uM
(fig 16).
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Figura 16. Curvas concentracién-respuesta de la tacrina sobre la acumulacién de AMP
ciclico estimulada por isoprenalina 10 uM, en miniprismas de corteza cerebral (@) e
hipocampo () de rata. Los valores se expresan como media + E.E.M.
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En el hipocampo la tacrina (0.1 nM-0.1 mM), de nuevo, produjo una disminucién
significativa y de cardcter concentracién-dependiente de la formacién de AMP ciclico
- estimulada por isoprenalina (F= 11.80, p<0.001) (fig 16). Como en los casos anteriores en
las estructuras hipocdmpicas el firmaco resulté ser mds potente como inhibidor (Cls,=

0.032 +0.003 uM), que en corteza cerebral.
1.3. Influencia de la tacrina sobre.la curva concentracién-respuesta de la isoprenalina

Cua{ndo los tejidos se incubaron con concentraciones crecientes de isoprenalina (0.1 pM-0.1
mM) se observé un aumento concentrécién—dependiente de la acumulacion de AMP ciclico,
tanto en la corteza cerebral (F= 29.07, p<0.001) como en el hipocampo (F= 23.27,
p<0.001) (fig 17).
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Figura 17. Acumulacién de AMP ciclico estimulada por concentraciones crecientes de
isoprenalina (0.1 xM-0.1 mM) en ausencia (®) o presencia de tacrina 1 uM (O), en
miniprismas de corteza cerebral e hipocampo de rata. Valores expresados como media +
"E.E.M. **p<0.01, ***p<0.001.
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En estos experimentos la preincubacién de los miniprismas de corteza cerebral e hipocampo
con tacrina 1 uM durante 10 minutos, di6 lugar a una pérdida progresiva del efecto
estimulante de la isoprenalina sobre la activacién de la adenilato ciclasa, que sufri6 una
disminucién del efecto méximo alcanzado (E,,,) de 143.22+4.4 pmoles de AMPc-mg™
proteina en ausencia de tacrina a 99.72+5.9 pmoles de AMPc-mg™! proteina en presencia de
tacrina en la corteza cerebral (30.4% de pérdida de efecto mdximo), mientras que en el
hipocampo se pasé de un Ey,,= 190.0+10.1 pmoles de AMPc-mg™ proteina en ausencia de
tacrina, a un Ey, = 112.85+5.35 pmoles de AMPc-mg’ proteina en presencia de tacrina
(disminucién del 40.6%) (fig 17). '

Al analizar la influencia de la tacrina sobre la curva concentracién-respuesta de la
isoprenalina, se observé que el firmaco indujo un desplazamiento hacia la derecha, de la
curva de activacién de la acumulacién de AMP ciclico por accién de la isoprenalina que fue
vno paralélo, es decir, sin que hubieran mbdiﬁcaciones de la potencia de la isoprenalina,

evaluada como concentracion eficaz 50.
1.4. Efectos de la tacrina sobre la acumulacién de AMP ciclico estimulada por forskolina

Con el fin de determinar si los efectos de la tacrina sobre la acumulacion de AMP ciclico se
debian a una accién directa a nivel de la subunidad catalitica de la adenilato ciclasa, se
analizé el efecto del formaco sobre la formacién de AMP ciclico estimulada por forskolina,

‘en miniprismas de corteza cerebral e hipocampo de rata.

'La incubacién durante 10 minutos con concentraciones crecientes de forskolina (0.1 xM-0.1
'mM) indujo un marcado incremento, concentracién-dependiente, de la formacién de AMP
ciclico en miniprismas de corteza cerebral (F= 20.82, p<0.001) e hipocampo (F= 12.36,
p<0.001). El efecto mdximo alcanzado fue de 157.68+9.60 pmoles de AMP ciclico-mg!
de proteina en la cofteza cerebral y de 221.03+27.7 pmoles de AMP ciclico-mg™* de protel’ha

en el hipocampo (fig 18).
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Figura 18. Acumulacion de AMP ciclico estimulada por concentraciones crecientes de
forskolina (0.1 pM-0.1 mM) en ausencia (®) o presencia de tacrina .1 uM (O), en
miniprismas de corteza cerebral e hipocampo de rata. Valores expresados como media +

En estos experimentos, la preincubacién con tacrina 1 uM durante 10 minutos no modificé
de manera significativa la capacidad de la forskolina para activar la formacién de AMP
cfclico; en ninguna de las estructuras cerebrales estudiadas, siendo el efecto mdximo
alcanzado en presencia de tacrina muy similar al obtenido en su ausencia (148.149.27
pmoles de AMP ciclico-mg™ de proteina en corteza cerebral y 231.7+11.2 pmoles de AMP
ciclico-mg™ de proteina en hipocampo) (fig 18).

1.5. Andlisis de la accién in vitro de la tacrina

La incubacién durante 10 minutos con tacrina 1 uM no produjo modificaciones significativas
de los niveles basales de AMP ciclico con respecto a los valores control, en ninguna de las
estructuras cerebrales estudiadas. En esta serie experimental tampoco se apreciaron
diferencias significativas en los niveles basales de AMP ciclico al comparar la corteza

cerebral con el hipocampo (fig 19).
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Observamos, asimismo, que la determinacidn de la acumulacién basal de AMP ciclico en los
animales control o tras la incubacién con tacrina, fue similar a la obtenida en el grupo de
animales empleados en la serie de experimentos realizados con tacrina in vivo, en ambas

estructuras anatémicas (tabla 4).

En presencia de IBMX (1 mM) la acumulacién de AMP ciclico aumenté significativamente
en los animales control con respecto a los niveles basales (37.3%, p<0.001 en corteza
cerebral y 39.9%, p<0.02 en hipocafnpo). Cuando se compararon los resultados de cada una
de las estructuras cerebrales se observé que los niveles de AMP ciclico eran mayores en el

hipocampo que en la corteza cerebral (p<0.05) de los animales control (fig 19).
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‘Figura 19. Acci6n in vitro de la tacrina (1 pM) (barras diagonales) frente al control (barras
blancas) sobre la acumulacién de AMP ciclico en condiciones basal (KREBS) y después de
la incubacién con isoprenalina (10 uM) (ISO) y/o IBMX (1 mM) en corteza cerebral e
‘hipocampo de rata joven. Los valores se expresan como media + E.E.M. ***p<0.001
‘frente a los animales control.

En presencia de tacrina (1 uM durante 10 minutos) la formacién de AMP ciclico tras la
inhibicién de la fosfodiesterasa, también aumentd significativamente con respecto a los

- niveles basales (48.1%, p<0.001 en la corteza cerebral y 44.2%. p<0.01 en el hipocampo)
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(fig 19). En estas condiciones experimentales, la tacrina no originé modificaciones
significativas en los valores de la acumulacién de AMP ciclico en ninguna de las dos
regiones cerebrales estudiadas, cuando se compararon con los valores control (fig 19).

De nuevo, los valores de AMP ciclico obtenidos tras la inhibicidn de la fosfodiesterasa
fueron similares a los observados en los experimentos realizados in vivo con animales de 2

meses (tabla 4).

Finalmente, cuando se estimulé la actividad adenilato ciclasa mediante la adicion al medio
de isoprenalina (10 uM), se observé un marcado aumento de los niveles de AMP ciclico de
los animales control tanto respecto a la acumulacién basal como a los niveles obtenidos tras

la inhibicién de la fosfodiesterasa (p<0.001 en ambos casos).

Cuando se compararon estructuras anatémicas, de nuevo fue el hipocampo la estructura mads

sensible, y por tanto donde el incremento resulté mayor (p <0.001).

Tras la preincubacion con tacrina 1 uM durante 10 minutos, la adicién al medio de
isoprenalina 10 M indujo un aumento de los niveles de AMP ciclico con respecto a los
valores basales, que result6 ser significativo en corteza cerebral e hipocampo (p<0.001) y
frente a los niveles obtenidos en presencia de IBMX (p <0.02 en corteza cerebral y p<0.001
en hipocampo). Sin embargo, en esta situacién la tacrina (1 uM) redujo la capacidad de la
isoprenalina para estimular la adenilato ciclasa, aprecidndose una disminucién muy marcada
de la acumulacién de AMP ciclico con respecto a los valores obtenidos en el grupo control
(p<0.001 en ambas estructuras anatémicas). Cuando se comparé la accién del formaco en
cada una de las estructuras, se observé que tal como ocurria en los estudios in vivo los

efectos de la tacrina fueron mds marcados a nivel hipocdmpico (p <0.001) (fig 19).

También en esta situacion experimental los niveles alcanzados tras la activacién de la
adenilato ciclasa a través de la estimulacién del receptor B-adrenérgico, fueron similares a

los obtenidos in vivo (tabla 4).
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Tabla 4. Niveles de AMP ciclico en condiciones basales (KREBS) y después de la
incubacidn con isoprenalina 10 uM (ISO) y/o IBMX (1 mM) en corteza cerebral e hipocampo
de ratas jévenes.

CONTROL TACRINA
Corteza cerebral In vivo In vitro In vivo In vitro
KREBS 63.0+2.5 61.5+3.1 52.2+1.8 56.6+2.4
IBMX 87.9+3.6 84.44+2.9 74.5+3.1 83.9+2.9
IS0 116.2+6.2 129.14+4.6 87.7+2.9 95.5+2.8

CONTROL TACRINA
Hipocampo In vivo In vitro In vivo In vitro
KREBS 83.7+10.1 72.3+10.4 58.9+2.5 58.617.1
IBMX | 104.4+6.20 96.1+4.3 74.61+4.5 | 84.5+3.5
ISO : 190.8+12.4 168.616.5 100.9+8.6 106.613.7l

Los valores se expresan como pmoles de AMP ciclico formado-mg?! de proteina (media +
E.E.M).

In vivo= Animales jév_enés (2 meses) tratados con solucién salina (1 mL-kg"! i.p.) (control)
‘o tacrina (2.5 mg-kg'), 30 minutos antes de ser sacrificados para determinar los niveles de
AMP ciclico. |

In vitro= Tejidos procedentes de animales de 2 meses, preincubados durante 10 minutos con

‘solucién Krebs-Ringer (control) o con tacrina 1 uM.
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1.6. Andlisis de la participacién del sistema colinérgico en la accién de la tacrina

1.6.1. Efécto diferencial de fisostigmina y tacrina

Con el fin de comprobar si el efecto de la tacrina sobre la acumulacién de AMP ciclico
acoplada al adrenoceptor 8 era especifico de este formaco o podia deberse en parte a su
capacidad inhibidora de la acetilcolinesterasa, se realizé6 una curva de inhibicién de la
formacion de AMP ciclico estimulada por isoprenalina 10 uM en presencia de
concentraciones crecientes (0.1 uM-0.1 mM) de un potente anticolinesterdsico, con efectos

sobre la retencién, como es la fisostigmina.

En esta serie experimental se pudo observar que ni en corteza cerebral ni en hipocampo de
rata la fisostigmina era capaz de modificar la acumulacién de AMP ciclico producida por la
estimulacion del receptor 8-adrenérgico con una concentracién supramaximal de isoprenalina
(10 uM) (F= 0.52, p>0.05 en corteza cerebral y F= 2.31, p>0.05 en hipocampo) (fig 20).

200
175 *—‘

150

T

T

121 +—\/¢\+\

100 r

pmoles AMPc-mg~! de proteina

0 -7 -6 -5 -4
Log [Fisostigmina] (M)

Figura 20. Curvas concentracién-respuesta de la fisostigmina (0.1 uM-0.1 mM) sobre la
acumulacién de AMP ciclico estimulada por isoprenalina 10 xM, en miniprismas de corteza
cerebral (®) e hipocampo (a) de rata. Los valores se expresan como media + E.E.M.
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En la siguiente serie de experimentos, se analizé la posible aditividad o cooperatividad en el
efecto de la tacrina y la fisostigmina. En una primera fase se analizd la acci6n in vitro de la
fisostigmina en las tres situaciones experimentales planteadas de forma rutinaria en este
trabajo. ‘A continuacién se estudi6 si la incubacién secuencial con tacrina y fisostigmina
producia modificaciones respecto a los niveles de AMP ciclico obtenidos en situacién control

o tras la incubacién con tacrina sola.

Al analizar la acumulacién basal de AMP ciclico, se comprobé que la incubacién con
ﬁsostigmina a una concentracién 1 pM no modificaba los niveles basales de AMP ciclico
(54.4+4.3 pmoles de AMP ciclico-mg’ de proteina en corteza cerebral, 71.3+8.7 pmoles
de AMP c1’clico-mg‘1 de proteina en hipocampo) al compararlos con los valores control (tabla

4) ni en corteza cerebral ni en hipocampo (fig 21).

g

Corteza cerebral Hipocampo

150

T

150

100 100 b -

T

NN\

50} 50

pmoles AMPc:mg™! de proteina
]
pmoles AMPc'mg™! de proteina

N\
BN\

N\
N\
S\

IBMX IS

73]

[BMX IS KREB

w

KREB

‘Figura' 21. Efecto in vitro de la fisostigmina (1 M) (barras diagonales) frente al control

(barras blancas) sobre la acumulacién de AMP ciclico en condiciones basal (KREBS) y
después de la incubacién con isoprenalina (10 uM) (ISO) y/o IBMX (1 mM) en corteza
‘cerebral e hipocampo de rata joven. Los valores se expresan como media + E.E.M.

En presencia de IBMX 1 mM, la acumulacién de AMP ciclico aument6 de manera
significativa con respecto a los niveles basales, tanto en corteza cerebral (p<0.01) como en

hipocampo (p<0.05). En estas condiciones, la fisostigmina no modificé los niveles del
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segundo mensajero (80.7+5.2 pmoles de AMP ciclig:o-mg" de proteina en corteza cerebral
y 91.4+£3.2 pmoles de AMP ciclico'mg de protefna en hipocampo) cuando se compararon

con la situacién control (tabla 4), en ninguna de las estructuras cerebrales estudiadas (fig 21).

Finalmente, la activacién de los adrenoceptores B con isoprenalina (10 uM) produjo un
aumento significativo de la acumulacién de AMP ciclico con respecto a la situacion basal,
tanto en corteza cerebral como en hipocampo (p <0.001 para ambas estructuras). De nuevo,
en esta situacién, la incubacién con fisostigmina 1 uM no originé modificaciones
significativas de este valor (121.7+6.4 y 150.4+8.4 pmoles de AMP ciclico-mg™ de proteina

en corteza cerebral e hipocampo respectivamente) al comparararlo con los controles (fig 21).

Cuando se estudid la posible interaccién entre la tacrina y la fisostigmina, se apreci6 que tras
la incubacién secuencial con ambos firmacos los niveles de AMP ciclico alcanzados en
sitﬁacién basal (56.9+2.4 pmoles de AMP ciclico-mg? de proteina en corteza cerebral y
72.22+7.2 pmoles de AMP ciclico-mg™ de‘protel'na en hipocampo) no diferfan ni de la
situacién control ni de los valores alcanzados tras la incubacién con tacrina (tabla 4), en

ninguna de las regiones cerebrales estudiadas (fig 22).

La accién de la tacrina sobre la acumulacién de AMP ciclico en presencia de IBMX, no
sufrié modificaciones tras la incubacién secuencial con fisostigmina en corteza cerebral
(80.3+2.5 pmoles de AMP ciclico-mg! de proteina). Sin embargo, en el hipocampo la
accién de la tacrina resulté parcialmente antagonizada por la fisostigmina, de forma que la
incubacién conjunta con ambos farmacos provocéd un incremento significativo de la
acumulacién de AMP ciclico (p <0.05) (99.746.5 pmoles de AMP ciclico-mg* de proteina)
en comparacion con el efecto obtenido por la tacrina (84.5+3.5 pmoles de AMP ciclico-mg™
de proteina) hasta alcanzar valores similares a los obtenidos en la situacién control (96.144.3

pmoles de AMP ciclico-mg™ de proteina (fig 22).

Por dltimo, cuando se estimulé la actividad adenilato ciclasa a nivel del adrenoceptor 8 con
una concentracién supramaximal de isoprenalina (10 M), se observé que en corteza cerebral

la acumulacién de AMP ciclico disminuyé hasta valores que no resultaron ser
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significativamente distintos de los conseguidos cuando la incubacién tuvo lugar tinicamente
con tacrina (95.5+2.8 pmoles de AMP ciclico-mg! proteina cuando se incubé sélo con
tacrina, frente a 102.8+3.16 pmoles de AMP ciclico-mg™ protefna cuando se incubé con
ambos fdrmacos). Sin embargo, la acumulacién de AMP ciclico fue en este caso inferior
(p<0.001) a la alcanzada en situaci6n control (129.114.6 pmoles de AMP ciclico-mg! de
proteina), siendo también inferior (p <0.05) al valor obtenido cuando la incubacién se realizé
s6lo con fisostigmina (121.746.4 pmoles de AMP ciclico-mg™ de proteina). Por el contrario,
en lo que respecta al hipocampo, la incubacién de los miniprismas con los dos
anticolinesterdsicos dié lugar a una reversién del efecto de la tacrina (p<0.01), hasta
alcanzar unos niveles proximos a los conseguidoé en situacién control o tras la incubacién
con ﬁsbstigmina (156.246.7 pmoles de AMP ciclico-mg de proteina, cuando se incubé con
fisostigmina y tacrina frente a 168.6+6.5 pmoles de AMP ciclico-mg"' de proteina en
situacién control .y 150.448.4 pmoles de AMP ciclico-mg’ de proteina al incubar con
fisostigmina 1 uM) (fig 22).
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Figura 22. Andlisis de la interaccién entre fisostigmina y tacrina (1 uM ambas) (barras
diagonales) frente al control (barras blancas) y a la accién de tacrina (1 uM) (barras
horizontales) sobre la acumulacién de AMP ciclico en condiciones basal (KREBS) y después
‘de la incubacidn con isoprenalina (10 uM) (ISO) y/o IBMX (1 mM) en corteza cerebral e
_hipocampo de rata joven. Los valores se expresan como media + E.E.M. *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001 con respecto a la combinacién de fisostigmina mds tacrina.
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1.6.2. Influencia de la atropina en el efecto de la tacrina sobre la formacién de AMP ciclico

Dada la interaccién existente a nivel del sistema nervioso central entre los sistemas de
neurotransmisién colinérgico y noradrenérgico, y puesto que se ha descrito que la tacrina
presenta cierta afinidad frente a los receptores de la acetilcolina del tipo muscarinico (Hunter
y cols, 1989), la siguiente serie experimental se dirigié a descartar una posible accién

indirecta de la tacrina mediada por estos receptores.

En una fase experimental previa, se ensay6 la posible influencia de la atropina, un
antagonista muscarinico, sobre la formacién de AMP ciclico acoplada a la activacién del
adrenoceptor B. A continuacién, se estudié la influencia del bloqueo de los receptores

muscarinicos en la accién de la tacrina sobre la formacién de AMP ciclico.

En principio se observé que la atropina por si misma no era capaz de modificar la
acumulacién de AMP ciclico (fig 23) ni en situacién basal (59.1+2.1 y 75.2+4.45 pmoles
de AMP ciclico-mg™ de proteina en corteza cerebral e hipocampo, respectivamente) ni tras
la inhibicién de la fosfodiesterasa con IBMX 1 mM (91.443.1 pmoles de AMP ciclico-mg!
de proteina en corteza cerebral y 98.94+ 1.8 pmoles de AMP ciclico-mg™ de proteina en
hipocampo) o tras la activacién de la adenilato ciclasa por la estimulacién del receptor B-
' adrenérgico con isoprenalina 10 um (123.4+3.6 y 158.1+5.8 pmoles de AMP ciclico-mg!

de proteina en corteza cerebral e hipocampo) frente a los valores control (ver tabla 4).

Cuando se estudi6 la influencia de la preincubacién con atropina sobre el efecto de la tacrina
se observd que el bloqueo de los receptores muscarinicos no alteraba el efecto de la tacrina
sobre la formacién basal de AMP ciclico (55.9+3.3 pmoles de AMP ciclico-mg” de proteina
en corteza cerebral y 75.33 pmoles de AMP ciclico-mg™ de proteina en hipocampo) ni el
alcanzado al inactivar la fosfosdiesterasa con IBMX (82.73+3.4 y 95.5+3.3 pmoles de AMP
ciclico-mg™ de proteina en corteza cerebral e hipocampo, respectivamente), en ninguna de

las estructuras cerebrales estudiadas (fig 24).



Resultados 1_39

Slso- - ‘5150- //
T%‘ 100+ —’—} % —l‘g 100 F o I% %
iSO-ﬁ_f % % iso- % % %

Figura 23. Accién in vitro de la atropina (10 uM) (barras diagonales) frente al control
(barras blancas) sobre la acumulacién de AMP ciclico en condiciones basal (KREBS) y
después de la incubacién con isoprenalina (ISO) (10 uM) y/o IBMX (1 mM) en corteza
cerebral e hipocampo de rata joven. Los valores se expresan como media + E.E.M.
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Figura 24. Influencia de la atropina (10 xM) sobre la accién de la tacrina (1 M) (barras
diagonales) frente al control (barras blancas) y a la accién de tacrina (1 uM) (barras
horizontales) sobre la acumulacién de AMP ciclico en condiciones basal (KREBS) y después
de la incubacién con isoprenalina (ISO) (10 xM) y/o IBMX (1 mM) en corteza cerebral e
hipocampo de rata joven. Los valores se expresan como media + E.E.M. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 con respecto a la combinacién de atropina mds tacrina.
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Finalmente, cuando se analiz6 la posible interaccion entre ambos farmacos tras la incubacién
con una concentracién supramaximal de isoprené.lina (10 uM), se observé que en corteza
cerebral no se producfan modificaciones de los niveles del segundo mensajero (95.3+2.5
pmoles de AMP ciclico-mg™! de proteina) en comparacién con los valores obtenidos tras la

incubacién con tacrina 1 uM (95.5+2.8 pmoles de AMP ciclico-mg! de proteina).

Sin embérgo, la atropina 10 uM previno parcialmente el efecto de disminucién en la
acumulacién de AMP ciclico provocado por la tacrina en el hipocampo (130.4+9.8 pmoles
de AMP ciclico-mg™ de protefna tras la incubacién con ambos firmacos). En esta estructura
anatémica se obtuvieron unos valores que resultaron ser significativamente distintos con
respecto tanto a la situacién control (168.6+6.5 pmoles de AMP ciclico-mg™! de proteina,
bp <0.01) como a los niveles obtenidos tras la incubacién con tacrina (106.6+3.7 pmoles de
AMP ciclico:mg" de protefna, p<0.02) (fig 24). »

2. ACCIONES DE LA TACRINA SOBRE LA ACUMULACION DE AMP CICLICO
ACOPLADA AL ADRENOCEPTOR g, ' ‘ ,

En esta nueva serie experimental se analizé si la tacrina también presentaba efectos. sobre la
acumulacién de AMP ciclico cuando ésta era estimulada a través de los receptores a;-

adrenérgicos.
2.1. Curva concentracién-respuesta de la noradrenalina

Se realizaron las curvas de acumulacién de AMP ciclico con concentraciones crecientes de
noradrenalina (1 uM-0.1 mM), una vez bloqueado irreversiblemente el receptor B-
adrenérgico con BAAM (10 uM). Se observé un aumento concentracién-dependiente de los
niveles de AMP ciclico, tanto en corteza cerebral (F= 7.65, p<0.001) como en hipocampo
(F= 6.54, p<0.001) (fig 25). En este caso, y al contrario de lo ocurria cuando se estimulaba
la adenilato ciclasa a través del adrenoceptor 8, los niveles alcanzados fueron

significativamente mds elevados en la corteza cerebral (p<0.001) que en el hipocampo.
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Figura 25. Acumulacién de AMP ciclico estimulada por concentraciones crecientes de
noradrenalina (1 pM-0.1 mM) en ausencia (simbolos negros) o presencia de tacrina 1 uM
(simbolos blancos), en miniprismas en corteza cerebral (®) e hipocampo (a) de rata, en los
cuales se habian bloqueado previamente los adrenoceptores 8 con BAMM (10 uM). Los

valores se expresan como media + E.E.M. '

2.2. Influencia de la tacrina sobre la curva concentracién-respuesta de la noradrenalina

En una siguiente serie de experimentos se realiz6 una preincubacién con tacrina 1 uM
durante 10 minutos en miniprismas de corteza cerebral ¢ hipocampo. De nuevo, tras la
estimulacidn del receptor a,-adrenérgico con concentraciones crecientes de noradrenalina, se
observé un aumento concentracién-dependiente de los niveles de AMP ciclico, tanto en
corteza cerebral (F= 14.9, p<0.001) como en hipocampo (F= 9.07, p<0.001). Cuando
se compararon estructuras anatémicas, la corteza cerebral alcanzé unos niveles de AMP

ciclico més elevados (p<0.001) que los obtenidos en €l hipocampo.
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La incubacién con tacrina (1 uM) no modificé el efecto estimulante de la noradrenalina sobre
la activacién de la adenilato ciclasa a nivel del adrenoceptor «,. Tampoco se produjeron
alteraciones del efecto méximo alcanzado que fue de 78.74 +5.7 pmoles de AMP ciclico-mg™?
proteina en ausencia de tacrina a 74.3+3.4 pmoles de AMP ciclico-mg" proteina en
presencia de tacrina en la corteza cerebral mientras que en el hipocampo se pasé de un
Eye= 26.111+2.9 pmoles de AMP ciclico-mg! proteina en ausencia de tacrina, a un Ey,, =
33.5+3.6 pmoles de AMP ciclico-mg™ proteina en presencia de tacrina (fig 25).

3. ACCION DE LA TACRINA SOBRE LA HIDROLISIS DE FOSFOINOSiTIDOS
ESTIMULADA POR NORADRENALINA

En esta nueva serie experimental se analizé el posible efecto in vitro del farmaco sobre la
hidrélisis de fosfoinositidos de membrana acoplada al sistema de neurotransmisién -

adrenérgico.

Con esta finalidad, los miniprismas procedentes de corteza cerebral e hipocampo de ratas
jévenes, que habfan sido marcados con [*H}-inositol previamente, fueron preincubados en
presencia o ausencia de un concentracién de tacrina (1 uM) durante 10 minutos. A
continuacion se realizé la estimulacién de la hidrélisis de fosfoinositidos de membrana con

una concentracién maximal de noradrenalina ©.1 mM).‘

Tanto en corteza cerebral como en hipocampo se observé un aumento significativo de la
acumulacién de fosfatos de inositol por accién de la noradrenalina (p<0.001 en corteza
cerebral y p<0.01 en hipocampo). Sin embargo, cuando los miniprismas fueron
preincubados con tacrina no se modificaron los valores alcanzados en la acumulacién de
fosfatbs de inositol estimulados por noradrenalina (fig 26). En corteza cerebral se alcanz6 un
incremento del 719.5155.6% sobre el basal en ausencia de tacrina 1 uM frente al
860.6170.8% cuando los miniprismas se preincubaron con dicho firmaco, mientras que para
el hipocampo los valores fueron 193.1+5.28% en situacién control y 207.54+13.55% tras

el tratamiento in vitro con tacrina 1 uM.
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Figura 26. Accion in vitro de la tacrina (1 uM) (barras horizontales) sobre la hidrélisis de
fosfoinositidos de membrana estimulada por noradrenalina (0.1 mM) (barras diagonales) en
miniprismas de corteza cerebral e hipocampo de rata. Los valores se expresan como media
+ E.E.M. **p<0.01, ***p<0.001 con respecto a los valores basales (barras blancas).
(n.s.) no significativo frente a la noradrenalina. ‘

4. ACCION DE LA TACRINA SOBRE LA RELAJACION PRODUCIDA POR
AGONISTAS 8-ADRENERGICOS EN CONDUCTO DEFERENTE DE RATA

En un principio pudimos constatar que la estimulaciéon de campo mediante electrodos de
platino de la porcién prostdtica del conducto deferente de rata, con ondas cuadradas de
frecuencias de estimulacién bajas (0.1 Hz), duracion de 1 ms y empleando un voltaje -

supramaximal (30-40 V), producfav contracciones regulares del tejido.

Este tipo de preparacién permanecié estable, sin cambios en la tensién de reposo,
manteniendo constantes las contracciones, durante todo el tiempo que duraron los

experimentos. Finalmente, observamos que la tensién inicial desarrollada por la porcién
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prostdtica del conducto deferente de rata, tras la estimulacion eléctrica de campo fue de
1056.1+71.2 mg.

4.1. Curva concentracién-respuesta de la isoprenalina

La adicidn al bafio de érgano aislado de isoprenalina, una vez estabilizadas las contracciones,
produjo una inhibicion de la respuesta contrdctil, que fue cardcter concentracién dependiente
(F= 104.4, p<0.001), obteniéndose unos valores de concentracién eficaz S0 (CE,,) de
0.143+0.019 uM (fig 27). La inhibicién mdxima de la respuesta contréctil basal inducida
por estimulacién eléctrica fue de aproximadamente un 65% (tabla 5). Estas respuestas
inhibidoras fueron revertidas por la adicién de propranolol (1 uM), un antagon‘ista de los
adrenoceptores 8, lo que confirmé que la inhibicién por isoprenalina de la respuesta contractil

inducida por estimulo eléctrico era debida a una accién sobre adrenoceptores B postsindpticos.
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Figura 27. Efecto de la tacrina (1-10 uM) sobre la inhibici6n por isoprenalina de la respuesta

- contréctil inducida por estimulo eléctrico de la porcidén prostética del conducto deferente de
rata. Los valores se expresan como media + E.E.M. *p <0.05 respecto al valor control. (@
control, @ tacrina 1 uM, a tacrina 10 uM).
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4.2. Influencia de la tacrina sobre la curva concentracion-respuesta de la isoprenalina

Con el fin de estudiar los efectos de la tacrina sobre la funcionalidad del adrenoceptor 8, se
observd la influencia de dos concentraciones del firmaco sobre las curvas concentracion-

respuesta al agonista, isoprenalina.

En estos experimentds se pudo observar qhe la adicién al baio de érgano aislado de una
concentracién de tacrina (1-10 M) durante 10 minutos, inducia una disminucién de la
inhibicién mdxima de las contracciones producidas por estimulo eléctrico, provocada por la
isoprenalina, si bien esta disminucién de la respuesta al agonista fue significativa (p <0.05)
tnicamente cuando se utilizé la concentracién de tacrina mds elevada (10 uM) (tabla §, fig
27).

Tabla 5. Caracteristicas de la inhibicién por isoprenalina de la respuesta contractil inducida
por estimulo eléctrico en la porcidn prostdtica el conducto deferente de rata. Efectos de
diferentes concentraciones de tacrina sobre esta accién.

CEs (#M) Engx (%) on
Control o.i434_ro.019 64944328 16
Tacrina 1 uM 0.1291—0.016 54.231+4.45 - 6
Tacrina 10 uM 0.112:+0.014 45.54+4.88* 6

n= Numero de experimentos.
CEs,= Concentracion eficaz 50.
Ems= Porcentaje de inhibicion mdxima de la respuesta contréctil inducida por estimulo

eléctrico.

Sin embargo, al analizar la accién del farmaco sobre la potencia de la isoprenalina para

provocar la relajacién de la respuesta contréctil estimulada eléctricamente, valorada como
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concentracién eficaz 50 (CE;,), observamos que la tacrina no produjo modificaciones de este

pardmetro con ninguna de las concentraciones empleadas (tabla 5).





