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1. ALTERACIONES PRODUCIDAS DURANTE EL PROCESO NORMAL DE ENVEJE-
CIMIENTO.

El envejecimiento lleva asociado la alteracidén de algunas facul-
tades motoras, sensoriales y cognitivas, alcanzando su mayor grado en la
demencia, que estd caracterizada por una cierta desorientacidén y un
profundo deterioro intelectual (Dunnett 5.,1991). De entre todas las
alteraciones debidas al envejecimiento, una de las mds comunmente obser-
vadas es la de las funcicnes cognitivas y la memoria, altefaciones que
fofman parte de la sintomatologia de ciertas enfermedades seniles y en

concreto de la enfermedad de Alzheimer.

En humanos, este tipo de alteraciones en funciones que requieren
una plasticidad en el comportsmiento del sistema nervioso, son relativa-
mente selectivas, estando mds acentuadas en los procesos de memoria de
fijacidén o a corto plazo. Por el contrario, las funciones cognitivas
bien establecidas como por ejemplo el wvocabulario, no sufren altera-

ciones significativas (Landfield v col.,1886).

En los (ltimos afics, una gran cantidad de estudios se han centrade
sobre la causa y el tratamiento de la demencia senil y muy pocos han
abordado el estudio de las alteraciones en las funciones cognitivas
asociadas al envejecimisnto. Los resultadcos obtenidos a  partir del
estudio de la enfermedad de Alzheimer demostrarcn, entre otras altera-
ciones, una clara disfuncidn en el sistema colinérgico, lo gue dio lugar

5 rysradayl himataaias ~alindrsicra A 12 diaFmeid 343 3
1 postular la hipotesisz colinérgica de la disfimceidn cognitiva producida



durante el envejecimiento (Bartus v co0l.,1982) vy a raiz de ahi, el
sistema colinérgicoc cobrd un papel importante, debido a la aparente
correlacién que existe entre el grado de disfuncidn colinérgica y el

grado de alteracién cognitiva en pacientes de Alzheimer.

Aunque existe un ciertc paralelismo cualitativo entre la disfun-
¢idn colinérgica que presentan los enfermos de Alzheimer y los individu-
o8 viejos, esta alteracidén es mencs pronmunciada en estos Gltimos. Asi,
mientras que la pérdida de nsurcnas hollnerclcas durante el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer es un hecho bien establecido dentro de la
eticlogia de esta enfermedad (Collerton D.,1986; Giacobini E.,1988),
esta pérdida a lo largo del proceso normal de envejecimiento es menos
acusada (Giacobini E.,1988; Decker M.W.,1387). Esta misma diferencia la
encontramos en marcadores como son las enzimas de sintesis de acetilco-
lina. Datos més contradicctorios exisien a cerca del nimero de recep-

tores muscarinicos (Miller W.E. c0l.,1991). Por el contrario, sai

3

parece que la liberacidén de acetilccolina se encuentra dismimuida a lo
largo del envejecimiento v =sto podria ser relevante funcionalmente y

representar un necanismo bdsico de la disfuncidn colinérgica asociada al

envejecimiento {(Miller W.E. ¥ 20l..1881).

ics individucs viejos, son los gque han sugerideo que la disfuncidén coli-
nérgica no proporciona una hase suficlente pars explicar los déficits en

lag funciones cognitivas producidas por =1 envejecimiento.



IMPLICACION DEL SISTEMA GABAERGICO EN 1OS PROCKSOS DE MREMORIA Y
APRENDIZAJE.

La profundizacidén en el estudio dei gistema colinérgico, como
sistema neurctransmisor claramente afectado en la enfermedad de Alzheim~
er vy en el proceso de envejecimiento, ha proporcicradce resultados que
apoyan cada vez més la idea de que el sistema colinérgico por si solo no
proporciona una base fisioldgica suficiente que explique el déficit
cognitivo asociade al envejecimiento. Por ejemplo, una serie de resulta-
dos recientes indican gue la lesidn del nGeleo basal de Meynert oon
quisguilato da lugar a una reduccidén de las aferencias colinérgicas a la
corteza, - mayor gue la producida con dcido iboténico. Sin embargo. esta
lesidn origina déficits en la memoria menores gue 1os ocasionados por el

dcido iboténico (Fibiger H.C.,1981; Dunnett y <¢o0l.,1887; Robbins vy

c0l.,1889; Wenk v co0l..1989).

Este tipo de resultados hacen cuestionable una interpretacidn
estricta de la hipdtesis colinérgica v apuntan a considerar que la
disfuncidén colinérgica tiene lugar dentro de un contexic en el que otros
sistemas de nsurciransmisores sufren modificaciones duranie =1 proceso
de envejecimientoe. Por lo tanto, las alteraciones producidas en el
sistema colinérgico durante =1 envejscimiento podrian interactuar oon
las producidas en otros sistemas de neurotransmisores v produci

tos aditivos o incluso sinergisticos sobre las funcicnes cognitivas.

Varicsg aitemas de neurotransmisores parecen fener un papel rele-

s oavy T R R e om G + U B S S PN e _
VANRTS €n 108 procescs de memoria & interactuar con =1 zistema colingrgil



co. Entre estos se incluyen; norepinefrina, dopamina, serotonina varios
neurcpéptidos ¥ el A&cido gamma-aminobutirico (GABA) (Decker M.W. v

Mcgaugh J.L.,1981).

Centrandonos en el sistema gabaérgico, los primeros datos que
apuntarcn hacia una modulacidén de la memoria por este sistema, provini-
eron del uso de la droga picrotoxinina, que acitila blogueando la transmi-
5idn gabaérgica. Estos primeros estudios., indicaron gue la memoria podia
ser potenciada con la administracidn de picrdtoxinina después del apren-
dizaje. (McGangh,1983). Posteriores estudios generalizaron este efecto
en el sentido de que tanto la administracidn sistémica de antagonistas
del GABA, como la aplicacidén de éstos directamente en la amigdala,
aumentaban la retencidn (Brioni y McGaugh,1988;: Brioni ¥ c¢0l.,13888).
Por el contrario, la administracidn por cualquiera de los dos sistemas
anteriores de GABA v sus agonistas, empeora la retencidn (Castellanc y
c01.,1989). Descubrimientcs tales como estos, son los que han sugerido
que el sistema gabaérgico desempefia un papel importante en el proceso de

la memcria.

Estudios rpostericrss, (Izauierdo vy o0l..19981), han revelado que en

£

ciertas formas e aprendizaje 3e liberan compuestos enddgencs en el

jo0

septum., la amigdala y el hipocampo, que disminuven la retencién v actGan
a btravés del receptor GAEAA/benzodiacepinas, muesto gque su accidn es

evitada si se microinyecta el antagonista flumacenil en estas regiones.

En resumen. todos estos resultades vienen a indicarnos que  la
activacidn del sistena gabasdrgico, bien directamente o por la accidn de

S T BN | - [ O . - T8 A P I ~ 11 LA
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cién en los procesos de retencién memoristica v mavor dificultad en el
proceso de aprendizaje. Por el contrario, la inhibicidén o el blogueo de
este sistema neurotransmisor, por cualguier método, produce una mejora

en el proceso de aprendizaje v una maycr retencidn memoristica.

Todos estos resultados resaltan la importancia del sistema gabaér-
gico en 1los procesos de aprendizaje v memoria , pero no dicen nada a
cerca del mecanismo de accidn. Es decir, . modula directamente el siste-
ma gahadérgico, rpositiva o negativamente, el procesc de aprendizaje v
memcria; 1o hace modulando a otros sistemas de neurctransmiscres como

ror ejemplo el colinérgico, 0 &3 una combinacidn de ambos métodos 2.

En este sentido, se oonocen interacciones entre los sistemas
gabaérgicos v colinérgicos, gque pueden ser importantes en las funciones
cognitivas. También existen evidencias de que el GABA puede afectar a
estag funciones a través de sua =fectos sobre la funcidn colinérgica
{(ver Decker M.W. v Mcgaugh J.5.,1881 v referencias).

A nivel celular, existen evidencias de que el sistema gabaérgico
muede modular la transmisidn sindrtica que se ha propuesto como modelo a
través del cual puede operar la memoria v el aprendizaje. En 1972 EBliss
y colaboradores. describieron gue la estimulacidn de ia via perforante
con un rulso breve de alta frecuencia, producia un aumento de la  trans-

podia mantenerse
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campo €3 el mecanismo que intenta explicar el procesc de memoria vy

aprendizaje a nivel celular.

Aunque el mecanismc molecular de este fendmenc de plasticidad
sindptica se desconoce, se ha llegado a diferenciar dos fases: wna
primera de induccién y otra de mantenimiento (Bliss y Linch, 1988;
Nicoll v c0l.,1988). Se sabe que la fase de induccidn requiere la acti-
vacién de los recepbores para glutamato tipo NMDA., gque originan un
infiujo de calcio en el terminal postsindptico, asi como de la activa-
cién de la PKC v la Ca™ calmodulina quinasa II (Xenedy M.B.,1989). Por
otro lado la fase de manteninmiento parece depender de una combinacién de
un incremento de la liberacién de neurctransmisor juntc con una mayor
sensibilidad de los receptores para quisquilatc y kainato (Kenedy

M.B.,1989).

Datos méas recientes implican a los receptores GABAB en la fase de
induccién ( Mott y co0l.,1991). También la activacidén. no dependiente de
Ca++, de la PKC desempefla un papel importante en la fase de mantenimien-

to de la LTP (Klamn y col.,1981).

Los receptores GAEAA Juegan un papel muy importante en la fase de
induccién en el zentido. de que la inhibicién ejercida por ellos modula
la despolarizacidén 1llevada a cabo por el iren de estimulos de alta
frecuencia que puede dar lugar a la formacidn de una LTP. Cuande los
receptores GABAA son blogueados con el antagonista picrotoxinina, la
inhibicidn ejercida por este neurctransmizor disminuye. estimuléndose la

despolarizacidén del terminal postsinaptico v facllitando la induccidn de



3. TRANSMISION GABAERGICA.

El dcido gamma-aminobutirico (GABA), es el neurotransmisor inhibi-
torio mds importante dentro del sistema nervioso central. Se calcula que
entre un 30-40% de las sinapsis que ocurren en el cerebro, estédn media-

das por este neurotransmisor (Turner y Whittle,1983).

Su sintesis se realiza a partir del amincdcido glutamato por la
accidn de la enzima citoplasmitica, descarboxilasa del dcido glutamico
{EC 4.1.1.15), la cual ha resultado ser un buen marcador inmunocitoguim-

ico de las neuronas gabaérgicas (Turner y Whittle,1883).

Pt

3.1 Receptores de GARA.

El GABA presenta dentro del cerebro. al menos, dos tipos de recep-
tores, llamados receptores GABAA vy GAEAB {Turner v Whittle,1983; Sie-
ghart y co0l.,1988). Ambos receptores se encuentran colocalizados dentro
del cerebrc aunque pueden ser diferenciados a nivel de composicion

pertidica, farmacoldgico, de remulacidn, de sistemas efectores. etc.

1os receptores GABAB se caracterizazan farmacclégicamente por  ser
activadcs por GABA v (-)baclofen, & inhibidos por faclofen (Dutar vy

3 em 1 10A/0 ! - E A T o~ = -~ 1 ’ = hal
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ganglio de la raiz dorsal (Dolphin y Scott,1987; Holz y c0l.,1988) vy a
canales de K' en las células piramidales del hipocampo ( Andrade vy
c0l.,1986; Dutar y Nicoll,1988). La acccidn del GABA a través de estos
receptores se propaga por medio de sistemas de segundos mensajeros. y én
concreto a través de proteinas G asociadas a ellos. rroduciendo la

despolarizacién de la neurona (Bormann., 18988).

Losa estudios de hidrofobicidad de la secuencia primaria de esta
proteina receptora, indican la presencia de siete posibles segmentos
transmembrana; con un bucle citoplasmdtico donde tedricamente in-
teracciona con la proteina G (Ref.). Este tipo de organizacidn es carac-

teristica de las proteinas receptoras asociadas a sistemas de sequndos

m

mensajeres, las cuales estdn incluidas dentro del grupo de 1los recep-

tores metabotropicos.

En cuanto a 1la fisiologia de estos receptores, parecen estar
mplicados en la regulacidn presinaptica de la likeracidn de neurotrans-
misores (Hill y Bowery.,1981). Datos més recientes indican que desenpe-
flan un papel importante en la fase de induccidin de la LIP (Mott vy
col.,1991) v comoc moduladores de la funcidn de los receptores GABAy en
cerebelo (Hahner v co0l.,1891) donde estdn altamente sxpresados (Wilkin v

col.,1881).

Los receptorss GABAA, son proteinas transmembrana que son  activa-

0
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receptor GABAA forma parte de una familia de receptores asociados a
canal 1i6énico modulados por ligandos (Olsen y Venter.,1986; Schofield y
co0l.,1987), dentro de la cual se incluyen el receptor nicotinico de
acetilcolina, el receptor de la glicina y el receptor del glutamato.
Estas proteinas de membranas estén incluidas dentro dél grupo de los
receptores ionotrdpicos y comparten unas caracteristicas estructurales

como 801:

i) Ser compleios heterooligomérices constituidos por varias subu-
nidades diferentes, gue pueden agruparse formandc estructuras rpentaméri-
cas, como se ha propuesto por semejanza con &l receptor de acetilcolina

muscular (Olsen y Tobin.,1990).

ii) Presentan un canal iénico delimitado por las diferentes subu-

nidades, con permeabilidad para distintos iones.

1iii) Presentan sitios de unién para compuestcs gque modulan la

transmisidn sindptica.

El receptor CABA) es una proteina de membrana. que delimita un
canal idénico ocon permeabilidad selectiva para iones C1. Estos 1iones
atraviesan la membrana plasmatica de la neurcna, hiperpolarizando el
terminal postsindptico., cuande 21 GABA se une a su  proieina  receptora

{Tallman y Gallager.,1985; Mathers,1987).



3.1.2.1 Moduladores de la transmisién gabaéragica.

Dentrc de este complejo receptor se encuentran sitios de unién
para, al nmenos, tres tipos de drogas clinicamente importantes
(Olsen, 1982; Tallman y Gallager,1985). Estas drogas son usadas en clini-
ca comoc agentes antiepilépticos, ansioliticos, relajantes musculares,
anestésicos e hipnéticos, e incluyen a las benzodiacepinas, como diace-
pam., loracepam y flunitracepam., barbitGricos, como el fenobarbital,
o) siv 3, como la picrotoxinina y 21 t-butilbiciclofosforotionato
(TEPS), beta-carbolinas como el metil-4-etil-6.7-dimetoxi-beta-carbolina
(IMCM}, alcohol v ciertos metabolitos de las hormonas esteroideas como
el 3-alfa-hidroxi~5-alfa pregnano-20-cna (Burt v c01.,1991 vy referen-

clias).

Todos estos compuestos actian modulando positiva o negativamente
la transmisidén gabaérgica. Ademds existe una modulacidn reciproca entre
todes los sitios de unidn, lo gque hace muy complejo el estudic del
comportamiento farmaccldgico de esta proteina receptora. De entre todas
las 1interacciones entre los distintos sitios de unidn dentro de esta
protelina receptora, la modulacidén ejercida por las benzodiacepinas v los
barbitlricos son lag de mayor interés para nosotros. Ambas drogas actian

como moduladores positivos aungque su modo de accidn ss  diferente. Los
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Otro grupo de compuestos que modulan positivamente la transmisidn
gabaérgica y que no han sido mencionados anteriormente son, la triazolo-
riridacina Cl218.872, la imidazopiridina zolpidem y el alpidem. Estas
drogas son compuestos no henzodiacepinicos gque se unen al sitio de unién
de las benzodiacepinas localizado dentro de esta proteina receptora vy

tienen la capacidad de discriminar entre varios sitios de uniédn.

3-1.2.2 ter ch-‘n_.n? d £ ~nlBei

Como hemos descrito anteriorments, dentrc del receptor GABAA
existen sitios de unidn para las benzodiacepinas. Gracias a la utiliza-
cién de compuestces no benzodiacepinicos como Cl21B.872, zolpidem ¥

b3

beta~carbolinas, entre otros, gque se unen a estos sitios, y otros
benzodiacepinicos como el quazZepam, se han podido istinguir variocs
sitics de unidn de henzodiacepinaa en funcidn de la afinidad diferencial
que presentan por =stos conmpuestos.

La triazclopiridacina CLZ18.872, fue el primer compuesto que pudo
distinguir entre dos sitios de wnidén para benzcdiacepinas en funcidén de
su afiﬁidad {Squieres v 00l.,1979; Kleprer v c¢o0l.,1979; BSieghart vy
¢0l.,1883). Estes resultades sugerian que la triazclopiridacina se une
de unidn que las benzodiacepinas, perc con afinidades
diferentes para dos poblacicnes de sitios de unidn, los cuales no son
distinguibles utilizande como lisgandos compusstos benzodiacepinicos. Los
andlizis de las curvas de desplazamients, indicaron dos afinidades para

MTeeg

la friazclopiridacina CLE18.872 v permitid distinguir dos sitios de

am &3 desplazado por bajas



concentraciones de CLZ218.872 (rango 0.1 M), se denominan gitios 1. tipo
I. &6 BZD1, vy aquellos no desplazados por bajas concentraciones de
CL218.872 y si por concentraiones del rango 1-2 uM, se denominan sitios

4. tipo 1l. ¢ BZDZ.

Ambos sitios de unidn presentan heterogeneidad regional dentro del
sistema nervioso, encontréndose zonas ricas en tipo I como cerebelo
(Klepner y co0l.,1979; Sieghart y col.,1983; Sato y Neale,1989), zonas
ricas en tipo II como médula espinal (Villiger.1984: Santi y col.,1988).
hipocampo (Sieghart y c¢o0l.,1987) y corteza neonatal (Vitorica v
col.,199C; Garret y Tabakoff,1985: Hichinger y Sieghart,1988), y 2onas
tipo I/tipo II como corteza cerebral adulta {Klepner y c¢0l.,1979: Lippa

y ¢0l1.,1981; Sato y Neale,19892).

Asimismo wna diferencial ontogenia ha sido demestrada para estos

dos zitios de unién (Lippa v col.,1981; Vitorica y col.,1890).

Este mismoc patrén de distribucién puede ser cbtenido con otros
compuestos como las beta carbolinas {Braestrup y co0l.,1980), la benzo-
diacepina quazepam (Sieghart,1983) v la imidazcpiridina zolpidem (Arbil-
la v col.,1985; Niddam v co0l..1987: Benavides y co0l..1988}). Este tGltimo
compuesto ha sido utilizado para proponer una nueva nomenclatura para

5

los sitios de unidn de benzodiacepinas (Langer v Arbilla,l988; Langer ¥

-

Arbilla,1989). Con esta nueva nomenclatura, 1os sitiscs de union denomi-

nados tipo I, se designan comc omesgay v los sitios de unidn tipo II. se

; 3. Y. PRENFIP s d A $ FARS P, 35
designan come omegan. X1 sitic de unidn periférico, pars benzodiaceinas
= )
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Clagificacién de los receptores benzodiacepinicos del 5.N.C.

Receptores nativos:

Receptores artificiales:

Receptores nativos:

Receptores artificiales:

Tipo I, BZD!

Tipo I1, BZD2

alfal,beta3,gannag
alfaz,hetag,gammaz
alfaa,betaa,gamnaz

alfa5,beta3,ganna2

ozegay = Tipo i

omega, = Tipo II

alfal,betag,gaaaag
alfag,betaa,ganmaz
alfa3,bet33,gammaz

alfas,beta3,gamma2

0.1 p

1-2 uM

0.12 ol
1.8 ¥
1.5 uM

0.49

10 o

200-300 n

0.02 uM
0.45
0.40 1

> 15 o




con esta nueva nomenclatura.

3.1.2.3 Heterogeneidad molecular.

Como hemcs descrito anteriormente, una de las caracteristicas
compartidas por las proteinas receptoras asociadas a canal iénico. como
es el caso del receptor GABAA, &5 gue estdn constituidas por varias
subunidades protéicas. E1 receptor GABA,, de varias especies de mami-
fercs, ha sido purificado por cromatografia de afinidad, utilizando wma
benzodiacepina unida covalentemente a un soporte 86lido (Sigel v
c0l.,1983; Sigel y Barnard,1984: Kirkness y Turner,1986; Schoch ¥y

thler.;QS J; Martini v col.,19833.

El producto de la purificacién por cromatografia de afinidad,
analizado en geles de SDS/PAGE, dio como resultado dos proteinas mayori-
tarias, ambas glicosiladas, gue fueron llamadas subunidad alfa, de peso
molecular aparente 51-53 Kd., y subunidad beta, de peso molecular apa-
rente 55-57 Kd (Sigel v ¢0l.,1883; Sigel y Barnard, 1984;: Sato vy
Neals,1987; Kirkness v Turner,1988). Un tetrédmero heterdlogo, de este-

quiometria alfas/beta- fue propuesto (Mamalaki y col.,1987).

Por técnicas de foiomarcaje se pudo determinar, gque la subunidad
alfa ez la portadora del sitio de unidn de los ageonistas vy  antagonistas
de las benzodiacepinas (Stephenson v c©ol.,1986:; Park v de Blas.,1980) ¥

la subunidad beta la portadora del sitio de unidén del GABA v sus agonis-

tas {Casalotti vy c0l.,1986: Deng v ccl.,1988; Park v de Blas.,1890).
Asimismeo, se puso de manifissto la variacidn regicnal de diferentes

subunidades que =ran fotcmarcadas wor ’”H flunitrazepam. 1o que ponia de



manifiesto un cierto grado de heterogeneidad en el receptor de benzodia-

cepinas (8ieghart y Drexler,1983; Tallman,1986).

La determinacidén vy andlisis de la secuencia primaria de ambas
subunidades a partir de los corresprondientes cDNAs, permitié proponer
un modelc tedrico de la organizacién de estas subunidades dentro de la
membrana plasmdtica (Schofield y col.,1987; Sterhenson,1988 v referen-
cias). Ambas subunidades comparten dominics estructurales que también
3on comunes a la subunidad alfa del receptor de la glicina y de la
acetilcolina {Stephenson,l1988 y referencias). Entre los dominios estruc-
turales mas importantes cabe destacar, la presencia de cunatro dominios
transmembrana, llamados M1-M4, con un gran bucle citopiasmiaiico entre
1os dominios M3-M4, donde se encuentran secuencias consenso para fosfo-
rilacidn por proteinas gquinasas. Estas secuencias consensos para fosfo-
rilacidén estdn descritas en todas las subunidades beta, para PKA, ¥y
gamma, para tirosina quinasas ¥y PKEC (Swope v ¢01.,1992) . Asimismo, es

a situacidn extracelular del extremo amino terminal

o

importante resefiar
con posibles sitlos de glicosilacidn. También se hallan dos restos de
cistaina gue pueden formar un puente disulfurc, de gran importancia para
el mantenimiento de la estructura terciara y la unién de los diferentes
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entes, agrupadas en seis familias distintas: alfay_g. beta;_,, gammay_s.
deltal Yy roy_g (Burt y co0l.,1991; Olsen y Tobin,19980). El estudio de la
secuencia primaria de cada subunidad ha puesto de manifiesto la 'preéen-
cia de un alto grado de homologia entre las diferentes isoformas, 70-
80%, siendo esta menor entre subunidades de distintos grupos, 30-40%

(Burt v c0l.,1991; QOlsen y Tobin,19390).

Esta gran cantidad de subunidades clonadas, da idea de 1la hete-
rogeneidad potencial de estd proteina receptora y pone de manifiesto que
la heterogeneidad molecular potencial es3 mucho mayor que la heterogenei-
dad farmacolégica. También permite postular que el amplic abanico de
efectos producidos por drogés de gran aplicacidn en clinica, como las
benzodiaoeéinas, pueden estar mediadas por receptores compuestos por
diférentes combinaciones de subunidades y distinta localizacién dentro
del cerebro. En este sentido ha sido postulado en funcidén de la locali-
zacién de los sitios de unidn para benzodiacepinas omegay Yy omegasp
dentro del cerebro, que los sitios omegaq . localizados mayoritariamente
en la corteza senscorimotora, mediarian los efectos hipnoticos/sedativos,
mientras que los sitios omegan, localizades mavoritarimente en el siste-
ma 1imbico y la médula espinal, mediarian los efectos micrelajantes vy
anticonvulsivantes (Benavides y col.,1991).

La utilizacién de sistemas heterdlogos de expresidn de subuni-
dades. ha proporcionado una gran herramisnta, Junto con las técnicas
electrofisioldgicas, para la caracterizacién farmacoldgica de receptores

construidos artificialmente. Estos receptores tisnen una composicidn

s
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TABLE 1. Known subunits of the GABA , receptor

Amino acids Sites for Message size " Selected prﬁperﬁes
(+ signal) N-linked (rat/mouse) . {Note: kinase sites are
in rat glycosylation in kilobases only potential)
Alpha Affect benzodiazepine pharmacology, affinity for GABA
ay 428 (+27) 2 4.2, 3.8 Most abundant mRNA, associated with type

I benzodiazepine pharmacology.
High in cerebellar granule cells.

o 423 (+28) 3 3.0 Loci include Bergmann glia of cerebellum.
oty 465 (+28) 4 4.2 Less conserved among species than
most. Only in forebrain.
oy 521 (+35) 3 4.0 Largest subunit. - Very low or absent
(bovine) (bovine) ‘in rat and mouse.
as 433 (+31) 4 2.8 Associated with unusual type II

benzodiazepine pharmacology.
Contributes positive cooperativity.
Has three protein kinase C sites. Has
been termed o, (25, 39).

Qs 434 (+19) 3 3.2 Found only in cerebellar granule
cells. Selective for Ro 15-4513.
Has wwo protein kinase C sites and a
protein kinase A site.

Beta Needed for efficient assembly. Affect GABA
affinity. Each has single protein kinase A site.
8, 449 (+25) 3 12 Usually gives higher GABA affinity than S,.
mRNA less abundant than 8, and 8s.
B2 450 (+24) . 3 8 mRNA is more abundant than 8.
Bs 448 (+25) 3 6.0, 2.5 Has been termed 8, (23).
B, 459 (+25) 4 - Alternative splicing by use of
s 463 by alt. two splice donor sites.
spl. (chicken)
Gamma Enable benzodiazepine binding
7 430 (+35) 3 3.8 Contributes atypical benzodiazepine
_ response. Has tyrosine kinase site.
s 428 (+38) 3 4.2, 2.8 Contributes typical benzodiazepine
YL 436 by sensitivity, Zn?* insensitivity.
alternative Has tyrosine kinase site. Extra
splicing exon gives new protein kinase C
(miniexon) site, affects ethanol interactions.
s 450 (+17) 2 - Distribution similar to v,, but less abundant.
(mouse)
Delta
é 433 (+16) 2 2.0 pub.® Found in benzodiazepine-insensitive
receptors?
Rho
e 458 ( +15) 3 3.9,48,3.1 Highest in retina. Has three protein kinase

(human) (bovine) C sites.




farmacolégico. Este abordaje experimental ha permitido conocer que la
farmacologia de los receptores de benzodiacepinas viene priﬁcipalmente
determinada por la subunidad alfa que esté presente, asi COmbyaeterminar
a nivel molecular 1la farmacologia tipo ’I/omegal y tipo II/dmegaz
(Pritchett y col.,19839; Pritchett y Seeburg,1990). En éste sentido estos
autores, han determinado que la farmacologia tipo I/omegay esta asociada
con la expresién de la subunidad alfal v la farmacologia tipo II/omegaz
con la expresién de las subunidades alfa, 6 alfag é alfag. Esta ultima
subunidad da lugar a la formacién, junto con las subunidades betas v
gammas, de receptores con muy baja afinidad para la imidazopiridina

zolpidem (Pritchett y Seeburg,1990).

Por altimo con respecto a las subunidades alfa, es nombrar la
existencia de otras dos subunidades, alfa4 )4 alfas,que no presentan
sitios de unién de alta afinidad para los agonistas benzodiacepinicos,

lo que ha limitado el estudio de su comportamiento farmacolégico.

En cuanto a las subunidades gamma, se sabe que confieren sensibi-
lidad a las benzodiacepinas v que son necesarias para la modulacidn
alostérica entre el sitio de unién de GARA vy el sitio de unidén de benzo-

diacepinas. Asimismo estéd descrito gue las diferentes subunidades gamma,

confieren diferentes gradcs de sensibilidad sobre este efecto modulador

(Puia y ¢0l1..1991; Puia v c0l.,1992; Ymer y col., 18890; Pritchett vy
c0l.,1989; Knoflach v ©0l.,1991). También pueden actuar como centros
reguladores por fosforilacidn, de la proteina receptora, debido a la
presencia de secuencias consenso para fosforilacidén, como he descrito

anteriormente. Ademds, recientemente se han encontradc dos formas difer-



entes de la subunidad gammao que difieren en la insercidén de 8 aminodci-
dos, localizados en el bucle citoplasmético entre las dos“teéricas
regiones  transmembrana M3 y M4 (Whiting y ¢01.,1990; Kofuji v

col.,1991). Estos ocho aminodcidos contienen una secuencia consenso para

fosforilacién por PKC.

Por 1ltimo, las subunidades besta, pusden desempefiar un papel muy
importante en la regulacidn por fosforilacién de la actividad de 1la
proteina receptora, ya que aunque presenta sSecuencias consenso para
fosforilacién, al igual que las subunidades gamma, se ha demostrado con
el receptor purificado fosforilacién por PKA y PKC en subunidades beta

(Kirkness y co0l.,1989; Browning y co0l.,19390).

Aungue la estequiometria de los receptores GABAp, y la organiza-
cién espacial de las diferentes subunidades para formar una proteina
receptora, son desconoccidas actualmente, se puede postular que la
“proteina receptora basica", debe de contener al menos una subunidad
alfa, otra beta y otra gamma. Este modelo se puede proponer en base a
los resultados farmacoldgicos que han puesto de manifiesto, que todos
los comportamientos farmacoldgicos descritos en los receﬁtores nativos
pueden ser reproducidos en receptores artificiales que contengan dicha

combinacidén de subunidades ({REF).

Los estudios de hibridaciones in situ, han permitido conocer la
distribucién regional v colocalizacién de ciertas subunidades de esta
proteina receptora. En este sentido, la proteina receptora basica nds

abundante rodria estar compuesta por las subunidades

alfal/betag,betasfgammao, que son las mds expresadas y colocalizadas

[\
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dentro del cerebro.
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1. ANIMALES.

Los animales utilizados fueron ratés machos de la taZa Wistar
nacidas en huestro laboratorio. Eas ratas fueron mantenidas en ciclos de
luz vy oscuridad (12Zh-12h) y a una temperatura de 20-250C. Los animales
tuvieron libre acceso a la comida (dieta de mantenimiento A.04 de Panlab
S.L.) v agua. También se utilizaron ratas machos de la raza Fischer-344

suministradas por ( ).

Las ratas controles tenian una edad de 3-4 meses tanto Wistar como
Fischer. Las viejas tenian 24-30 meses las de raza Wistar y 22-25 meses

las de raza Fischer.

Para las inmunizaciones se utilizaron conejos albinos New Zealand

suninistrados por LETICA.
2. REACTIVOS.

Loa ligandos marcados radiactivamente fueron suministrados por New
- England Nuclear con las sigulentes actividades esrecificas: [3H]f1uni—
" trazepam (86.6 Ci/mmol), [SHlmuscimol (30.3 Ci/mmol) [“Hlzolpidem (58.0 .

Ci/mmol) ¥ [3H]f1umazenil (Ro 15-1788) (75.2 Ci/mmol).

La triazolopiridazina CL218.872 fue suministrada por CYANAMID. La
imidazopiridina zolpidem fue suministrada por SYNTHELABO. E1 resto de

las benzodiazepinas utilizadas fueron suministradas por Hoffmann-La

[ae]



Roche. E1l metil—e,7dimetoxi—4~eti1—beta—carbolina—3-carboxilato (DMCM)
fue suministrado por RBI. El &cido gamma-aminobutirico (GABA), pentobar-

bital y el resto de los reactivos fueron suministrados por Sigma.

Todos los compuestos se disolvieron en tampdén o en etancl absoluto
o en dimetil sulfoxido (DMSO). Cuando se utilizaron estos dos Qltimos
compuestos, la concentracién méxima de ellos no excedid del 0.005%

(v/v) en £l ensayo.
3. PURIFICACION DEL RECEPTOR EABAAZBQDsziQZQDinaa.
3.1 Sintesis de la columna de iﬁinidai+

La purificacién del receptor de cerebro bovino se llevé a cabo
mediante una cromatografia de afinidad utilizando un agonista de las
benzodiacepinas, Ro7-1986/01, unido covalentemente a agarosa, segin
describe Sigel y c0l.(1883). La columna fue sintetizada como se detalla
a continuacidén. Se partidé de 20 ml de dihidracida aminocadipica-agarosa
(Sigma) que fueron lavados dos veces por decantacidén con agua destiladé
a 49C. El gel fue mezclado con una solucidon 1.2 N, (4.2g/§0 ml) pH 5 de
iodoacetato sbdico, para dar un volumen final de 40 ml. A continuaéién;
fue afladida una solucidén de carbodiimida ( 1g en 4 ml de agua destilada
a 40C) en tres intervalos., entre los cuales, el pH fue ajustado a & con
HCl. Tras la incubacidén de esta sclucidn durante tres horas, en las
cuales el pH es mantenido en 5 con HC1, el gel es lavado con 120 ml de
agua destilada y postericrmente con 120 ml de carbonato sédico pH 3. A
continuacién el gel =s incubado con 144 mg de Ro7-13986/01 disueltos en

20 ml de 100 mM carbonato sédice pH 9 (5% v/v de etanol) durante toda la



noche, a temperatura ambiente y con agitacién. Los grupos libres se
bloguean con beta-mercaptoetanocl al 0.2% durante dos horas a temperatura
ambiente. Finalmente la columna es empaquetada y lavada, a un flujo de

100 ml/h, con los siguientes medios antes de ser utilizada:

Medioc A: 250 ml de 500 mM NaCl, 5 mM tris-HCl pH 7.4 - 7.5, 0.5 mM

EDTA v 2% {(p/v) tritdn X-100.

Medioc B: 250 ml de 5 M urea, 50 mM acetato sédico pH 5.5 y 1%

(p/v) tritén X-100.

Medio C: 100 ml de 150 mM KC1, 5 mM tris-HC1 pH 7.4 - 7.5, 0.1 mM

EDTA, 0.1% (p/v) tritdén X-100 y 0.02% azida sédica.

La columna se reconstituye después de cada ciclo de purificacidn
realizando los lavados descritos anteriormente. Una misma columna puede
ser empleada pror periodos superiores a tres meses sin pérdida apreciable

de su capacidad.
3.2 Preparacién del extracto.

La purificacidn se realiza a partir de 100 g de corteza cerebral
bovina (la cual ha sido desprovista de la materia blanca) que se homoge-
neizan en 710 volumenes de 10 mM tris-HCl, pH 7.4, 1 mM EDTA, 300 mM
sacarosa, 0.5 mM DTT, 1 mM benzamidina/HCl, 10 mg/l inhibidor de tripsi-
na (tipo I) v 0.3 mM PMSF. Todos los pasos se realizaron a 40C. El

homogeneizado se centrifuga a 1,000xg, 15 min vy 21 sobrenadante se



centrifuga a 27,000xg, 35 min. El sedimento de esta segunda éentrifuga—
cién es resuspendido en el medio anterior, sin sacarosa ﬁi PMSF,‘ky' es
centrifugado a 27,000xg, 35 min. El sedimento résultante;"ffaCCién de
membranas crudas, es resuspendido en 200 nl del mismo medio a una con-
centracién aproximada de 15 mg de proteina/ml y se aflade KCl hasta una
/concentracién final de 150 mM. La solubilizacidén del receptor se realizd
mediante la adicidn, gota a gota, de deoxicolato sédico,’ hasta una
concentracién final de 0.5% (p/v), mds 18 mg de bacitracina e incuba-
cidén con agitacidén durante 45 min, a 49C, seguido por centrifugacidén a
100,000xg, 60 min. El sobrenadante de esta centrifugacién, receptor
solubilizado., es aplicado a la columna de afinidad, 40 ml de Ro7-
1986/01- agarosa, a un flujo de 80 ml/h. La columna fue lavada toda 1la
noche con 600 ml de 10 mM tampén fosfato potédsico, pH 7.4, 200 mM KCI,
2 mM Mg acetato, 0.1 mM EGTA, 10% sacarcsa y 0.2% Triton X-100 a un

lujo de 40 ml/h. El receptor fue eluido con 10 mM clorazepato en 10 mM
tampén fosfato potdsico, pH 7.4, 2 mM Mg acetato, 10% sacérosa y 0.05%
triton X-100 a un flujo de 20 ml/h v se recogieron fraccicnes de 5 ml.
La actividad del receptor en las fracciones fue detectada por unién de
£3H]muscimol 40 nM. En la figura 1. se muestra un perfil de elucién
representativo. Como se puede observar la actividad de unidn de
[3H]muscimol eluye en presencia de 10 mM del agonista de benzodiacepi-

nas, clorazepato.

Con el fin de eliminar el clorazepato en el receptor purificado,
las fracciones con actividad de unidn de [3H]muscimol se unieron, ajus-
tédndose el 7pH a 6.5 con acido fosférico y el receptor purificado fue

aplicado a una columna de DEAE-Sevhacel {3 cm altc v 2 cm de diametro).

W
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Figura L: Purificacién del receptor GABA,/benzodiacepinas por cromatografia de afinidad utili-
zando el agonista Ro7-1986. Se representa un perfil representative. La elucién se realizd utilizando
el agonista del receptor de benzodiacepinas, cloracepatoe.

Este paso ademds de limpiar el clorazepato consigue concentrar el
receptor purificado en un factor de 10 veces aproximadamente. El1 recep-
tor fue eluido a wn flujo de 10 ml/h con 0.8 M KC1 pH 6.5, recolectado
en fracciones de 1 ml y el pH rédpidamente ajustado a 7.5. Nuevamente la
presencia del receptor se determind mediante la unidn de [SH]muscimol 40
nmM. En la figura 2, se muestra un perfil de elucidn representativo de
los obtenidos de la columna de intercambio idnico en el que se puede ver
que aproxXimadsmente el 70% de la actividad de unién de 1la proteina

purificada se encuentra en una sola fraccidn.



T
1
-
T o
DEAE—Sephncel
—~ 12+ i
£ ;o
;
e 1)
RS H
£ ! !
= l‘l *,
R - J .",.
_ 4 ! "
5 3 ;
= N
= ¢ :
= !
4 [ ¢
- T Y
z | f
e B T
o H l'
T LR ; e
- [} .

}"__3_, ‘1’ T

- b - .

\_\
",
; ; : . : ; .
i, + T T T * oy
" 1 2 3 4 2 & 7

-
|

Tranaion

Figura 2: Purificacién del receptor GABAA/benzndiacepinas por crosatografia de imtercambio
iénico en DEAE-Sephacel. Se representa un perfil representativo. la elucién se realizé utilizando EC1
B M.

4. OBTECION DE ANTICUERPOS POLICLONALES.

El receptor eluido de de la columna de intercambio idnico se
dializa toda la noche a 49C en 2 litros de 10 mM tampodn foéfato potééioo
pH 7.4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 0.05% Tritén X-100 y 0.01% azida sédica
para eliminar el KCl. El1 dializado se concentra por ultrafiltracidn a
través de wuna nmembrana de triacetato de celulosa de corte nominal
10.000 (Sartorius). El concentrado, 3 ml, unos 100 ug de proteina aprox-
imadamente. fue emulsionado con coadyuvante completo de Freund (1:1) e
inyectado subcutancamente =n 1& parte dorsal a lo largo de la columna

vertebral (10 pinchazos).



A los veinte dias de la primera inmunizacién se inyectd nuevamente
el mismo volumen de receptor en coadyuvante 1ncompleto de Freund El
suero se obtuvo a los diez dias de la ultlma inmunizacién. Con anterlo—

ridad a la primera inmmizacién se obtuvo suero preinmune.

En la figura 3, se muestra la curva de inmunoprecipitacién de la
unién de 40 nM [3H]mus¢imol utilizando como antigenc el receptor purifi-
cado. Como se puede ver, el anticuerpo policlonal obtenido con este
protocolo es capaz de inmunoprecipitar hasta un 80% del receptor purifi-
cado. Esta inmunoprecipitacidn de la actividad de unidn de [SH}muscimol

estd acompafiada por una disminucidén paralela de la actividad en el

sobrenadante.
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Figura 3: Inmunoprecipitacién del receptor purificado GABA, /benzodiacepinas. La insunoprecipi-
tacién se realizé utilizando ¢l anticuerps policlonal obtenido como se detalla en la seccidm de Mater-
lales y Métodos, y se defermimind cuantificandos los sitios de unién de {“Hlmuscimol en el precipitade
{ ) ven el sobrenadanie { ).
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Las diferentes regiones cerebrales se diseccionaron segin el
atlas de Paxinos y Watson (1986), congelandose rdpidamente en Nz liqui-
do ¥y se conservan a -802C hasta su utilizacidn. Este tiempo de conserva-

cion nunca fue superior a un mes.

Las membranas se vprepararon siguiendo el método descrito por
Mernoff y col., (1883) con algunas modificaciones. Para la homogeneiza-

cién se utilizaron dos tipos de medios segin el ligando a ensayar:

MEDIO A: Compuesto por 0.25 M sacarcsa, 50 mM tris-HCl, pH 7.4, 1
mM EGTA, 1 mM EDTA, 1 mM DTT v 0.1 mM PMSF. Este medio se utilizdé para
la obtencién de membranas que iban a ser utilizadas para ensayar

[3H}f1unitrazepam, [3H]flumazenil 0 E3H}zolpidem.

MEDIO B: Con la misma composicién que el A perc sustituyendo el
tris-HCL por 10 mM tampdn fosfato potdsico pH 7.4. Este medio se utilizd
para la obtencidn de membranas gue iban a ser utilizadas para ensayos de

unién de [“Hlmuscimol.

Los centros se homcgeneizarcn a 1/10 (p/v) por el método conven-
cional, utilizando un homogeneizador de tefldn-vidrio o alternativa-
mente, por sonicacidén 1/20 (p/v), en tubos de polycarbonato de ultracen-

-

trifuga (Beckman), dandc dos pulsos de 30 sesundos a 40 w y 42C. Este
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protocolo alternativo se utilizé en los casos de regiones pequefias o
cuando habia limitacidén de muestra para evitar grandes pérdidas. Las
condiciones de homogeneizacién fueron establecidas previamente. Estas

condiciones maximizan la recuperacién de actividad de unidén, ver tabla

1.

Tabla 1. Porcentaje de recuperacidn de la unidn de 1 nl {3H]flunitrazepan en pembranas

obtenidas por ambos métodos de homogeneizacidn.

Hétodo 3 de recuperacifn de binding
Poter-pistilo 74.5 £ 4.5%
Sonicacion:

2 pulsos 88.3 t 5.2%

J pulsos 90.8 + 3.4%

4 pulsos 1.7 1 6.2%

Los pulsos fueren de 30 - 40 vatios durante 30 segundos.

El hpmogeneizado obtenido por cualquiera de los dos métodos se
centrifugé a 130,000 x g durante 30 min a 49C y el sedimento se resus-
pendidé en medio de lavado, de la misma composicidn que el de homogenei-
zacidén pero sin sacarosa ni PMSF y se congelaron a -809C durante 15-18h.
Las membranas se descongelaron ¥ 3e lavaron cuatro veces mads en el mismo
medio, se congelaron de nuevo a -802C, 1 h, se lavaron una vez més y
finalmente se resuspendieron en 50 mM tris-HCl, pH 7.4 6 en 140 mM KC1,
10 oM tampdén fosfatc potdsico, pH 7.4, segin el ligando que se fuera a

ensayar. a una concentracion final de 3-4 mg/ml de proteinas.
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El gran nGmero de lavados y los procesos de congelacién /desconge—
lacién se realizan para eliminar elyGABA endbgenc que, o bién impediria
la unién del [3H]muscimol (agonista del receptor del GABA), o Dbien,
modularia positivamente la unién del resto de los ligandos excepto el
{BH]flumazenil que es insensible a la modulacidén alostérica ejercida por

el GABA.

Las membranas procedentes de la médula espinal se obtuvieron
siguiendo el mismo protocolo pero con la inclusidén de un gradiente
discontinuo (34 %, 28.5 % v 10 %, p/v) de sacarosa para = eliminar la

mielina, siguiendoc el protccolo descrito por Jones vy Matus, 1974.

6. SOLUBILIZACIONES.

La solubilizacién de esta proteina de membrana se realizd incuban-
do las membranas de las diferentes regicnes cerebrales con el medio de
solubilizacién RIPA compuesto por 140 mM NaCl , 10 mM tris-HC1 pH 7.6,
1% deoxzicolato sddico, 1% tritdon X-100, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
1 mf DIT, 1 wM benzamidina/HCl. 10 ug/ml inhibidor de tripsina y 10
pg/ml bacitracina a una concentracién de proteinas de 4 mg/ml durante 1
h a 42C con agitacidn. Tras la incubacidn se centrifugaron las membranas
a 130.000xg durante 1 h a 42C y se tomd el sobrenadante que correspondia
al receptor solubilizado. Esta fraccidn es la que se utilizd para ensa-

var la unidén de los diferentes radioligandos.

Con la utilizacién de este protocole de solubilizacidén conseguia-



mos solubilizar el 80.5 £ 9.4% de los sitios de unién de [3H}flunitraze—
pam. Este porcentaje de solubilizacién no lo conseguimos con ‘opros
detergentes como SDS, CHAPS, tritén X-100 etc. y layintegridddV‘farmaco—'
l6gica de la proteina receptora era la mismma que la que se obtenia con
alguno de los detergentes anteriores. Por esta razén utilizamos esta
combinacién de detergentes que permite un alto porcentaje de solubiliza-—

cidén y un buen estado farmacolégico de la proteina solubilizada.

Las inmunoprecipitaciones se hicieron utilizando tres anticuerpos

diferentes:

1) un anticuerpo policlonal obtenido en nuestro laboratorio segin

se describe en el apartado 4.

2) un anticuerpo policlonal especifico contra la subunidad gamman
y obtenido contra una proteina de fusidn, que incluia los ? aminodcidos
que se hallan entre las dos tedricas regiones transmembranas M3 y M4 de
la subunidad gammar del receptor GAEAA/benzodiacepinas. Este anticuerpo

fue obtenido en 21 laboratorio del Dr. de Blas v cedido por é&1.

3) un anticueve moncclonal, 82-3G1, obtenido contra el receptor
purificado por cromatografia de afinidad de cerebro de vaca (Vitorica y
c0l.,1888) y que reccnoce especificamente a las subunidades betaz/betag

de esta proteina receptora (Ewert M. v col.,1892}).

"

Los anticuerpos son previamente purificados utilizando 50 upl de
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una suspensidén al 10% de proteina A-Sepharosa mediante incubacidén du-
rante 4 h, a 49ny con agitacidn, con diferentes volimenes del anticuer-
po que se fuera a ensayar (7 ul de anticuerpo policlonal, 20 ul de
anticuerpo policlonal anti gamman ¥ 25 ul>de anticuerpo monoclonal 62-
3Gl). Estos volimenes de anticuerpo representan condiciones de satura-
cidén para cada anticuerpo en relacién con el volumen de receptor solubi-
lizado que utilizamos, figura 4. Los anticuerpos unidos a la proteina
A-Gepharosa son incubados en un volumen final de 300 ul de RIPA. Tras
la incubacidén se lava el complejo anticuerpo-proteina A-Sepharose dos
veces con el mismo medio y se afladen 250 - 300 ul de receptor solubili-
zado o de receptor fotomarcado v solubilizado, que corresponden aproxi-
madsmente 'a unas 25.000 - 30.000 cpm reversibles de [BH]flumazenil 5nM;
4.000 - 5.000 com reversibles de [SH]zolpidem 10 nM 6 6000 - 7000 copm
irreversibles de £3H}f1unitrazepam 5.nM. El receptor solubilizado se
incuba con el anticuerpo y la proteina—A durante 12 - 15 h a 49C con

agitacion.

Tras la incubacidn, el complejo antigeno-anticuerpo-proteina-A-
Sepharosa, se separa del receptor solubilizadc no inmunoprecipitado por

centrifugacidén. El complejo antigeno-anticuerpe se lava tres veces con

<

el mismo medio. La cuantificacién de la inmunoprecipitacidn se realizd

-

[YHlzolpidem 10 nM en los

o
determinande la unidén de [“Hlflumazenil 5 nM &

sobrenadantes ¥ en los precipitados.

fary
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Figura 4. Curvag de saturacion de los distintos anticuerpos. La inmunoprecipitacidn de los
sitios de unidn de [%]ﬂanitrazepaa, 3e deteraind incubando el receptor selubilizade, como se detalla
en la seccidn de Materiales y Hétodos, con volimenes crecisntes del amticuerpo policlomal { ), mono-
clonal { )} y policlonal especifico contra la subunidad ganmay.

8. UNION DE RADIOLIGANDOS. “BINDING”.

8.1 Condiciones de ipcubacidn:

La unidn de radicligandos se realisd siguiende el métode descrito
por Vitorica ¥ ¢0l1.,1980. Todas las incubaciones se realizaron a 42C
durante 60 min para [BH]flumazenil, 45 min para [S’H]fltmitrazepam, 30

nin para [BH]'zol‘:gidem v 30 min, en oscuridad, debidc a su caracter

i

fotosensible. para ESHEmuscimo‘ .
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Los volimenes de incubacién fuercn de 0.2 ml para los experiﬁentos
de saturacién y competicidén 6 de 0.4 ml para los de dosis respuesta.
Este aumento de volumen se realizd para tener la seguridad de que' la
concentracién del ligando libre no era alterada significativamente en el

ensayoc., y asi evitar el problema del "secuestro del ligando“.

Los mediocs de incubacidn estaban compuestos por 140 mM KCl v 10 mM
tampdn fosfato potédsico pH 7.4 para {3H}muscimol v 50 mM tris-HC1 pH 7.4

rara el resto de los ligandos.

La cantidady de rroteina oscilé entre 0.1 vy 0.2 mg en %todos los

ensayos y con todos los ligandos.

En todos los experimentos se determind la unién no especifica
utilizandc uwna concentracidn, al menos, 5000 veces superior a la con-
centracidn del ligando marcado radiactivamente. Los compuestos utiliza-
dog fueron flunitrazepam o clonazepam para determinar la unién no espe-

cifica de [SH} lunitrazepan, [BH}flumazenil vy [SH}zolpidem v GABA para

{3H]muscimol.
8.2 Eliminacién del excesc de ligando activo

La reaccidén se finalizd por dos métodos. segin el ligando que se

ensayaras:

1

3ﬁjf1'iitrazepam, {BH]flumazenil y

i

e
[“Hlzolpidem. En este casc se utilizaron filtros GF/B Whatman ¥y una



bomba de vacio conectada a un kitasato con una torreta de filtracién;
Los filtros, se lavan previamente con 5 ml de medio de incubacién a
40C, s8e filtra la muestra y se vuelve a lavar ei filtro con el mismo
volumen anterior. Estos filtros s; secan a 602C durante 1 hy se les
afiade 5 ml de liquido de centelleo compuesto por, tolueno:triton X-100

(2:1), 5 g/1 de PPO y 50 mg/1 de dimetil POPOP. La radiactividad incor-

porada se determiné con un contador de centelleo Beckman LS 1800.

En los casos en los que se utilizaba.el receptor solubilizado,
antes de filtrar, se incubé el receptor solubilizado con 40ul de gamma-
globulina al 1% y 100ul de polietilen-glicol al 30% durante 5 min a 40C
para conseguir la precipitacién del receptor solubilizado y aumentar la
eficiencia de la retencién. En este caso el tampén de lavado incluia 8%

de polietilen-glicol para el lavado de los filtros.

En los casos en que se determind el porcentaje de solubilizacidn
las membranas también se procesaron de la misma forma durante la filtra-

cidn.

Este tratamiento con gamma-globulina y polietilen-glicol no pudo
ser utilizado en los casos que ensavamos [aH}zolpidem debido a que esta
pequefia dilucidén, junto con la disminucién en la velocidad de filtracidn
producida por el polietilen-glicol. producia la disociacidn de parte del
ligando de la proteina receptora ademas de obtener una gran variabilidad
en los resultados. Este efecto es debido a la rdpida constante de diso-
ciacién del EBH]zolpidem por el receptor (resultados no mostrados). Para
es3t03 casos utilizamos un protocoleo alternativo aue consistia en reéli-

zar la filtracién utilizando filtros ftratados con polietilenimina al



0.3% (Mahdy v c01.,1988; Morgan y co0l.,1987). El tratamiento consistid
en incubar los filtros durante 8-12 h con polietilenimina al 0.3%. Con
este protocolo, el detergente no podia exceder de 0.01% del vblumen de
ensayo, puesto que porcentajes superiores producian disminucioﬁes con-

siderables en la retencién, figura 5.
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Figura §: Efecto del detergente sobre la retencidén de los filtros tratades con polietilenimi-
na. Las membranas se incubardn con [“Hizoipidem 7 nM y volimenes crecientes de RIPA. Tras alcanzar el
equilibrio, se filtraron utilizando filires tratados con polietilenimina y se deterind la radiactivi-
dad retenida. Los resultados estdn expresadss con respecto al control que se imcubé sin RIPA.
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rara [“Himuscimol. Este método fue utilizado




para evitar el efecto de disociacién por dilucién del ligando radiactivo
y poder detectar los sitios de unidn de mis baja afinidad. Para ello
tras el tiempo de incubacidén las muestras se centrifugan en una microfu-
ga de mesa durante 10 minutos a 49C. Elvsedimento resultante de la
centrifugacién se lava superficialmente con tampén de incubacién evitan-
do la resuspensién del sedimento. El sedimento se seca a BO2C durante 30
minutos y se soclubiliza con protoscl:agua (3:1) a 502C durante 10 horas,
segin las indicaciones del fabricante. La radiactividad incorporada se
determina afiadiendo liquido de centelleo gue se neutraliza con é&cido

acético glacial.
9. CARACTERIZACION FARMACOIOGICA.
9.1 Experimentos de saturacidn.

Este tipo de experimentos se realizaron para determinar la afini-
dad del ligando por su receptor(es) vy la capacidad maxima de unidn de
nuestra muestra. Para ello incubamcs una cantidad fija de membranas con
cantidades crecientes de ligando radiactivo. Las concentraciones utili-
zadas fueron las mostradas sn la tabla 2. La wnién no especifica se

determiné para cada concentracién.
La trasnformacidén de Scatchard de los resultados obtenidos de los

experinentos de saturacién con el programa LIGAND nos permitio obtener

log wvalores de Kd vy Bmax para cada ligandoc vy nmuestra.
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Tabla 2. Rango de concentraciones de los distintos ligandos radiactives utilizados en los

experizentos de saturacidm.

LIGANDG RANGO Ed deserita REFERENCIA
[3H}f1unitrazepan 1-30 2 Squires ¥.R.,1984
[3H]muscimol 0.5 - 500 1/200  Olsen v col.,1980
[%)201piden -2 10 Benavides y col., 1988

9.2 Experimentos de competicidn.

Este tipo de experimentos se realizaron para identificar los
distintos tipos de isoreceptores (omega) para las benzodiacepinas y
calcular las distintas proporciones de ellos en las regiones cerebrales
ensayadas, a3i como conocer los valores de las distintas constantes de
inhibicién. Para ello utilizamos los compuestos benzodiacepinicos y no
benzodiacepinicos, descritos en el apartado de Introduccidén, a las
concentraciones gue nos permiten marcar todos los receptores benzodiace-
pinicos para los que presentan afinidad, tabla 3. En el casoc del DMCM ¥
flumazenil estos fueron utilizados para detectar farmacoldgicamente la
presencia de la subunidad gamma (Ymer v col.,1990). Los experimentos de
competicidn se realizaron incubando una cantidad fija de muestra, con

una concentracién determinada de ligando radiactivo, aproximadamente dos
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o tres veces por debajo de la Kd, y concentraciones crecientes de los

distintos ligandos no marcados.

Tabla 3. Rango de concentraciones de los distintos ligandos utilizades en los

experizentos de desplazamiento.

LIGANDQ MARCADO DESPLAZARTE CONCENTRACION
Pz (1 (1218.872 10 0¥ - 100 o
zolpiden 1M - 100 4

clonazepas 1nM - 100 oM

[3H}zolpidem {5 ni) clonazepan 1M - 100 n¥
diazepam 1nM - 100 oM

flumazenil 0.5nM- 1M

DMCY 0.5 off - 10 ;M

(1218.872 10 n¥ - 100 u¥

Este tipo de expérimentos se realizarcn para caracterizar las
rrincipales interacciones alostéricas que ocurren entre los distintos
sitios de unidén de esta proteina receptora. Para ello realizamos los
siguientes experimentos:

9.3.1 MYodulacidr




determinamos el efecto de varias concentraciones de GABA, ver tabla 4,
sobre la unidn de [aﬁjflunitrazepam o) [3H]zolpidem. Este tipo de experi-
mentos nos da una idea del grado de interaccidén alostérica o del efecto
modulador existente entre el receptor del GABA v los receptores omega
para benzodiacepinas.

.3.2 Modulacidén alostérica GABA/barbitiricos. Con este fin deter-
minamos el efecto de varias concentraciones de pentobarbital, tabla 4,
sobre la unidén de {SH}muscimol.‘Este tipo de experinentos nos da idea
del grado de interaccidn alostérica que existe entre el sitio de wnidn

para barbitiiricos v el sitic de unidn de LSF}mu imol.

9.3.3 Modulaciin alostérica G

Con este fin determinamos el efecto de varias concentracicnes de la

-

droga proconvulsivante picrotoxinina. sobre la modulacidn alostérica que

T

ajerce el sitio de unidn de los barbituricos sobre =1 sitic de unién de

[0}

GABA. Este altimo efectc lo ensayamos a una 3ola  concentracidn, en
condiciones de saturzcidn, determinada de los experimentos descritos en

el apartadc antsriocopr.

Estos experimentos se realisaron incubando la muesira con una
concentracidn fija de ligande radiactive (una o dos veces por debajo de
su Xd) v concentracicnes crecientes de GABA., pentobarbital o picrotoxi-

aina.

Bl porcentade de estimulacidn se caleula con respecis a un panto
no 1leva modulador v estos porcantajes de stimulacidn
calculados para cada cooncentracidn son utilizados para el ajuste de  las
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Tabla 4. Bango de concentraciones usadas en los experimentos de dosis respuesta.

LIGANDO HODULADCR CONCRNTRACION
[3H}flunitrazepam {1 %) GABA 10 nM - 100 o

[H)z0ipiden {3 ot} GABA | 10 n¥ - 100 o

Q : 1 s . -

[VHlmyseizmol {40 o) Pentobarbital S0uM- 1 oM

K] ” . . e

[¥Hlmuscimol - {40 n¥} Pentobarbital 1 af
Pierstoxining 0.1 4M - 100 uM

10. FOTOMARCAJE.

Una de las caracteristicas biogquimicas del agonista del réceptor

L. . NG S .
de las henzodiacepinas, [YHIflunitrazepam, 23 la unidn irreversible del

ligande a st sitio de unidn cuando el complajo receptor-ligando es
irradiadec con luz ultravicleta. Esta incorporacidn irreversible trae
consigo  la inactivacidn de aproximadamente el 70-75% de los sitios de
unidn restanites. 28 decir la wnidn irreversible del ligando viene a ser
del 25% de la wunidn reversible, sin irradiacidn { Sieghart W. y Drexler

G.,1883 ;.

Deda



Vitorica v col., 1990. Las membranas de los distintos centros se resus-
penden a una ccncentracion de 1-2 ng de proteinas/ml en 50 mM tris-HC1,
pH 7.5, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 2 mM benzamidina, 50 ug/ml
inhibidor de trypsina. 50 ug/ml bacitracina v 5 M [BH]flunitrazepam.
Las membranas se incuban a 40C durante 60 min en oscuridad y con agita-
cién. Tras la incubacidén, las membranas fueron irradiadas con luz ultra-
viocleta (3885 nm) durante 7 min a 3 cm de distancia. Tras la irradiaciodn
se afadid clonacepam 5 M v se incubd de nuevo a 49C durante 60 min en
ogeuridad v con agitacidn. La adicidn de un éxceso de clonacepam tras la

irradiacidn se realiza

3

ars desyplazar el ligando radiactivo que no se ha
unido covalentemente. El exceso de ligando radiactivo no wnido cova-
lentemente se elimind lavando las membranas 4-5 veces por centrifugacién
con 10 aM 4ris-HCI poH 7.5, 1 mM EDTA v 1 mM EGTA hasta aque la radi-
actividad en el sobrenadante alcanzé los nivelss de ruido de fondo del
contador de centellsc {100 cpm). La unidn no especifica fue determinada

inciuyendo & uM de clonacepam antes de la irradiaciédn.

A contimaacidn =1 complejo receptor-ligando se solubilizé a una
concentracidn de 4 mg de proteinas/ml como se describe en la seccidn de
solubilizacicnes vy fue procesado para la inclusidn en geles de poliacry-

lamida al 10%.

PREPARACION DE CORTES DE CEREBRO DE RATA.

Para la preparacion de los cortes s3e utilizaron ratas de la  raza

Fiszcher 344 controlss (3-4 meses) v viejas [22-0.5 meses) sigulendoe el

€



método descritc por (Benavides v co0l.,1988). Las ratas se matan por
decapitacidén, logs cerebros se extraen rdpidamente y sSe congelan en
isorentanc a -482C. Seguidamente fueron incluidos en una solucién al 4%
de carboximetil celulosa v se obtuvieron cortes coronalesrde 15 um  de
espeéor a -202C utilazando un criocstatoc Leitz 1720. Para la eleccién de
los distintos niveles se utilizd el atlas de Paxinos y Watson, 1986. Los
cortes se recogieron en léminas de vidrio tratadas con gelatina v se

conservarcn a -2000

1Z2. UNION DE RADIOLIGANDOS EN CORTES DE CERFERO DE RATA

Para los ensavos de unidn de los radiclizandos en cortes de

.. . . [ca . - .
cerebro, ubtilisames dos ligandes: 1) [“Hizolpidem v ii) [3H]flumazen11.

3 = o3 - 1 X = )
12,1, Ensavos con [CPHizclpide Bésicamente seguimos la técnica
descrita por Niddan v ool. 1987 con algunas modificaciones. Antes de
incubar los cortes con el ligando radiactivo, se incuban las  secciones
Y

durante 5 minutos a temperatura anbiente en 120 oM Nall., 5 mM KC1, 50 mM

tris-HCL, pH 7.4 con =1 fin de lavar =1 GABA =nddgeno presente en los

- 3~ = mvve 1 mtro ~7 TATIA =mAaA amve « O P 1A

suficients para lavar =1 CABA anddgenc pussto que tiempos de  incubacién
wimvoao v oo e i A e Ao mdme T oo R 1A b ~ +

supericreszs zroducisn resulztados similares. A continuvacidn los cortes se

r —~ -~ - = K - . 5 - 3= 3 - - h~d 1 - )]
secan 8n una campana de alrs @eco v o3e incuban durante 30 minutos a 490

atimulado respectiva-

)
.

@

[
]

- g - A - P R + 1
bicuculina o 100 oM CGARA para =1 control v

£,
iodtd
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mente. no especifica fue determinada en presencia de 2uM
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la incubacién se finalizé lavando las secciones durante 3 minutos en el
medio de incubacién a 40C, seguido de un lavado rapido en agua destilada
a 42C. Finalmente las secciones se secan con una corriente de aire frio
¥y 8e coclocan sobre una pelicula fotografica sensible a [3H] durante 15

] e r el auborradi a.
dias a 4¢C para generar el auborradiogram

[}
ki o

clpicam binding

v,
A

H:

2054

[3

4

bt 15

Tiernpo de incubacion (ran}

Figura §: Efecto del tiempo de incubacidn sobre la eliminacion de GABA enddgeno de cortes de
cerebro de rata. Secciones sagitaies de 15 um de egpesor se incubaron durante §, 15 ¥ 30 min en fampin
120 ol ¥aCl, 5 oM ICI, 50 of Tris-HClL {pH_= 7.4) a temperatura ambiente. Los valores representan el
poroentale de disminucifa de la unidn de [VHizolpidem 5 nM con respecis al control no incubado.
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diferencias se encuentran en Jue no se preincuban las secciones, el

Liempo de incubacidn o5 de 1 hora v el tampdn de incubacidn esta  compu-

2
e ey M b d o LI ~H A FOITE v imnmrand 1o A I =
agto por B0 oM tris-HCL, :f‘ 7.4, E1 ¢ f‘iif;LﬂfJLdnlL 3 f‘i:}SPl&uO a8 33U

25



sitio de unidn, incubando los cortes con distintas concentraciones de

zolpidem que se incluia en el medido de incubacidn.

13. QTROS METODOS.

13.1 Proteinas.

La determinacidén de proteinas se realizd utilizando el método
descrito por Lowry con una modificacidn que consistid en la introducciodn

-

de 0.1% de SDS para solubilizar la proteinas y obtener una mejor estima-

cidén de las proteinas de membranas { Lowry y col..1851 ).

.: égt: TE‘; dag‘gﬁ ezw’.‘jmé‘f’ 4 asg

Las actividades =snzimaticas determinadas fueron:

Ambas actividades se determinaron por métodos colorimétricos como
prev1amente han descrito Vitorica v col.., 1984; Vitorica v Satrtstegul,

1885.

,—\nn g TlC‘

Los geles de poliacrylamida al 10% se realizaron siguiendo el

método descritc por Lasmmlii, 197C.

o
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13.5 Fluoragrafia de zZeles con SDS.

El tratamiento de los geles para la exposicidén sobre films foto-
graficos lo realizamos siguiendo el siguiente protocoloc. Una vez
destefiido el gel se incuba en agua destilada durante 1 h para eliminar
el exceso de 4dcido acético. A continuacidn ée incuba en 200 nl de DMSO
durante 30 min seguido por 100 ml de DMSQO durante 30 min. Tras la elimi-
nacion del exceso de agua del gel por el IMSO, se incuba en 4 volimenes
de PPO al 22.2% disuelto en IMSO durante 3 h. Finalmente se incuba en 20
volimenes de agua destilada durante 1 h, se seca por vacio y se expone

gobre un film fotografico a -802C durante 30-40 dias.
14. ANALISIS DE DATOS

La transformacidén de Scatchard de las curvas de saturacién y el
analisis de las curvas de desplazamiento se realizaron utilizando el
programa  LIGAND {Munson and Rodbard, 1980). Este programa proporciona
una bueﬁa estimacidn de los varametros de unién (constantes de afinidad,
capacidades de unién unidn no especifica ete.) de uno o varios ligandos

que Se& unen a uno 0 varios sitios de unidn, a la vez gue nos proporciona

a3

by
3

una valoracidn estadistica del mejor modelc de sitics de unidn al cual

+
+

se ajustan los resultades obtenides &n el experimento. {onociendo el
volumen de incubacidn del snsavo, la actividad especifica del ligando

radiactive v las concentracicnes de los ligandos no radiactivos podemos

.

ohtener Una nuy buena astimacidn de los datos anteriores.



Las curvas de dosis respuesta se ajustaron a la funcidén logistica
(Shenker et al.,1887):

E T2 e o e o o e (l)
1+(ECgn/B)"

donde E es el porcentanje de estimulacidén de la unidn a la concentracidn
A del agonista; Emax es el efecto méximo: ECsn es la concentracidén del
agonista a la que se consigue la mitad del efecto méximo y n es el
coeficiente de Hill o factor de pendiente. Para el ajuste se utilizéd el

vrograma BEMDP PAR de regresidén no lineal (Dixon, 1887).

La comparacidn estadistica de los resultades se realizdé utilizando

el test de T de Student. ANOVA v el test de Tukey.

0
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1. CARACTERIZACION DE LAS MIMERANAS OBTENIDAS POR DIFERENTES
METODOS DE HOMOGENEIZACION. EFECIO DEL ENVEJECIMIERTO

Comc un paso previo vy necesario para la caracterizacién farmaco-

légica

normal,

b

acién

0}

[

sonicaci

de la prteina receptora a lo largo del proceso de envejecimiento
realizamos una caracterizacién de las membranas. Esta caracteri-
fue hecha con el fin de comprobar que la homogeneizacidn por

on, nc altera las propiedades de unidn de ligandos del receptor

i

“BAA/uenz diacepinas en comparacidén con 21 método de Thomogeneizacidn

-

mas ampliamente usado como a5 el tefldn-vidrio. Para ello, nedimos la

£T.a

unién de 10 nM {3;jL;unitra3e§am {cercanc a saturacién), en el homogene-

*

zado vy en membranas aisladas de hipocampo obtenidas rpor ambos métodos,

- v = ’j 1] - T = A 'l
asi como la unidn de 40 nM [“Hlmuscimol en membranas aisladas (ver més

adelante). Comoc se muestra en la tabla 5, la homogeneizacidén por sonica-

cién no modifica ni la actividad medida en =1 homogeneizado {(en pmol de

<

[“Hiflunitrazepam/g de tejido}. ni el porcentaje de recuperacidn en las

membran

as con reapecto al homogeneizado.

La recuperacidn de aproximadamente un 50% de los sitios de unidn

2n membranas podria parecer baja. ¢

mbargc., hay que fener en cuenta

ta
v}

in

gte nimero podria estar subestimado debide a la presencia de GABA

.. . . . . . ..
enddgenc en 108 homogeneizados. gque modula zlostéricamentse la unidn de

red \?‘?131y1~:f‘m417'evjam {yer ) geceiAn da Tntwveadiieridng DA ast mig

Looda i Al 4 BT VL -y [ L N E 65§ IS L S SV 4 C\&lew;.\_)n.} - 7or e3ta miisma
rasén. no pudimos determinar ni el efecto de la homogenelizacidn sobre la
uanidn  de ;Sﬁjmusc;mol. ni la recuperacidn de esta actividad en membra-
nas.  Sin embarge. un pardmetro usilizable para determinar  la  posible
acdificacidn en la wn s5te llgands o. en 5w recupsracidn en mem—

[Xv]



, L. 3 ) [ .
branas, es la razén entre la unidn de [“Hlflwnitrazepam v [“Hlmuscimol.
Esta razdn fue de 2.1 v 2.7 para tefldén-vidrio y sonicacién respectiva-

mente.

Tabla 5. Caracterizacion de las membranas obtenidas utilizando dos métodos de homogeneizacifnm:

teflén-vidrio y sonicacidn.

TERLON-VIDRID ORICACTION

{3H}f1unitrazepam 87.582.5 82.147,
{pmoi/g de tejido) 13 13
Uniz de [PHITN2 5.847.2 51,543.5
{% de recuperacidn) {3 {3

Estos resultados indican la ausencia de cambiocs relevantes en los
rardmetros de wnidn del receptor GABAA/D nzodiacepinag, debidos al
" método de Thomogeneizacién utilizado v demuestran que el protocolo de
gonicacion, =5 un método igual de vAlido que =21 método de  teflon-vidrio
para la obtencidn de membranas. Por lo tanto, este método alternativo de

3 o = 3 - 3 2 dom T y + 5 o i N 4 1A el -, 1=
hemogeneizacidn  rresenta la ventaja de gue muede ger ubtilizadeo para la

[0 $ommmdss 3 ; . Taa mar Hom s zin o Ay A
homogenelzacldn de reglones cerebrales pequenas. 3in Zranaesg perdlxjas e

Una vez caracterizadas las membranas obtenidas por ambes métodos

[y}



membranas vy que no reflejarian modificaciones debidas al proceso de

envejecimiento.

Para esta cracterizacidn determinamos: 1) la recuperacién de la
unicn de {SH}flunltra:e pam 10 aM) determinado como el porcentaje de
anidn en membranas con respacto al homogeneizado, ii) la recuperacidn de
proteinas de memrbranas exprssada =n mg de proteinas/pesc total de tejido
v 1ii) la contaminacidn de proteinas solubles procedentes del citoplas-

ma, para lo que medinmos la actividad de la enzima fosfofrucioquinasa, o

fo R
@
o

la matriz mitocondrial, wara 1o gque nedimos la actividad de la enzima

fumarasa.

Como se muesira en la tabla B, ninguno de los parametros determi-

nados fue alterado con 21 proceso de preparacidn de membranas, 1o que

Tabla 6. [aracterizacién bioguimica de las membranas de hipocampo de ratas controles v viejas.

[IWIFN2 Sinding Proteinas Contaminacidn con proteinas solubles

Edad Becuperacisn {¥ del intal 38 Recuperacién {gg/g peso fotall Mitoo Qx‘dwﬁaib S:i"QsQ"ufcab
3 zeses LT T 130 kAT 413 15.07 £ 2,18 26.80 £ 8.85

a4 o4 & R 21 -
21 BE5e8 53.24 £ 5.3 .
{8 oy i A 3
{6} {5} {6} (6

Los resultados son lz zedia * §.2. del numers de experimentos dadoe entre parentesis.

stranas (determinado a 10s¥) caleulado con respects al

5':!
LA
(7]

a) Recuperacidn de I3 unidnm

ﬂh
t'!

homogeneizado.

it

La contaminacisn sitoeondrial v citosolica fuye caloulads deterainando 1z actividad fuparasa y

Lo ol

farnfnfpuntanninaga Boam e Smada o F
I0BI0ITUCTOGUINGSE 27 ROBGZensizads ¥ penbranas.
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nos preporciona, un importante control en 1 sentido de que modifica-
cicnes en las propiedades farmacoldgicas del receptor. no son debidas al
proceso de preparacién de membranas. ¥ por tantc, reflejan cambiocs

reales del envejecimiento.

2.  CARACTERIZACION FARMACOLOGICA PRELIMINAR DEL  RECEPTOR
GABA» /BENZODIACEPINAS .

Comc un primer abordaje experimental nos propusimos hacer una

ty

disitintos centros, con el fin de detectar posibles modificaciones en
los parédmetros determinados. En un segunde lugar hariamos una carac-

terizacién nés profunda de la
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el fin de poder determinar las bhases moleculares de los cambios

producidos por el envejecimiento.

LOs parametros gue determinamos sn un primer lugsr fuesron:
)

1) fLaracterizacidn del zitio de unidn de laz henzocdiacepinas,

cuantificando la unidén de [“Hlflunitrazepam a dos concentraciones, 1
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va a implicar alteraciones en el receptor GABAA/benzodiacepinas. Los
cambios més destacables fueron: i) un aumento significativo en el
afectc del GABA schre la unidn de EaH}flunitrazepam en hipocampo de
ratas viejas con respectc a ratas controles y ii) una disminucidén de
la widn de {BHJmuscimol 40 nM en la corteza prefrontal de ratas

viejas con respectoc a controles.

Tabla 7. Bfects del envejeciziento en ia farmacologia del recepior GABAA/benzcdiacegiaas

en varias regiones del cerebro de la rafa.

Hipocaapo - Inberaccifn alostérica GABAAibenzediacepinas.
Corteza prefrontal Disminucién del ndmero de recepiores para el GABA.
forteza cerebral §.D.

N.D. S0 detectado.
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3. CARACTERIZACION FARMACOLOGICA DEL RECEPTOR GABA,/BENZODIACE-

PINAS EN HIPOCAMPO DE RATA. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO
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La transformacion de Scatchard de las curvas de saturacién se
muestran en la figura 7. Los resultados obtenidos con [3H]f1unitraze—

ran {figura 7TA) se ajustaron a un modelc de un sitio de unidén de alta

Cy

afinidad {rango nM} como previampente han descrito otros autores
{Squires,1984). Este perfil farmacoldgico no se vic afectado con el
envejecimients, tan sdlo se observd una ligera disminucién en el
valor dJde Pmax en ratas viejas con respectc a controles perc sin

llegar a ser sisnificativamente diferente, tabla 8.

El [“Himuscimcl presentd un comportamiento mas compiejo presen-
tando un mejor ajuste a un modelo de dos sitios de unién, uno de alta
afinidad {rangc nM) v oiro de baja afinidad (rango nM-uM}), figura TB.
Como se ve an la tabla 8, ni las afinidades de los dos sitios de

unidn, ni =l nimero mdximo de sitios de unidn de alta v baja afini-
dad, ni la proporcitn de los dos sitics de unidn calculadas a partir
de los valcres de Bmax, se modificaron con el envejecimiento (97.0 =
0.8% v 98.1 + 0.7% de sitiocs de wnién de baja afinidad para controles

v viejos respectivamente). Estos resultados coinciden con losg descri-

to05 por otros autores [{lsen R.W. v ool.,1981.; Olsen R.W. ¥ Sncowman
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Figura 7: Hepresentacidn de Scatchard de las curvas de saluracitn de {3H}ﬂunitrazepal,

4), v [ }suscimol {B), de hipocaapo de ratas de Jmeses { } y 24 meses { ). Los punsos se
ajustaran por regresidn -weq; utilizands los parédmetros {¥d EEB"L, obtenidos del ajuste de las
curvas con el programa LIGAND. Los valores de los difsrentes para tros se zuestran en 1s tabla 7.



Tabla 8. Efecto del envejecimiento

de hipoecampo.

K )

J meses 3.3:0.7 15401 1.3:0.9 216 £ 15,1
{4} (4] {3} {3)

24 meses 4.0 0.9 1.4:46.2 1.020.6 234 = 38.5
(3 13 (3 13}

1

Log valores ‘“ereﬁ calculados a partir de la figura Ta y 5 ¥

0.07 ¢

7 son la media % §.D. del numerc

sobre los pardmetros de unidn de [3H}FHZ ¥ {3B}Huscimol en zembranas -

{3H}ﬂuscimol bindin

Bnax {pmoi/zz prot H

alta

9.03

de experizentos dade

(&
H
]
‘ 4.
[¢]
5]
]
} '
On
=

a signi

[“Himuscimol es cuesticnada, puesto gque presentan afinidades gque no
estan en el rango de las descritas en los experimentos electrofisio-
ldgicos, rango M (Akaike v col.,1888; Mathers D.A.,1887 v referen
cias). Igualmente, estas afinidades, tampoco son del orden de  los
valores de ECzp obtenidos por nosotros a parilir del ajuste de  las
~urvas  de  dosic respuesta {ver mas adelante), 1os cuales son mas
rarecidos a loa datos slectrefisioldgicos {rango ).
En este sentide. Madtes v col. {1989 propusiercn, que la baja




relevancia fisioldgica, es decir, puede ser que estemos marcando
distintos estados de afinidad de una misma proteina receptora en
lugar de distintos receptores. En este sentido es importante notar la
baja proporcién de esiocs éitios de unidn en nuestras preparaciones de

mebranas { menor de wn 5%).

En resumen, estos resultados nos permiten postular que el
envejecimiento no afects a las afinidades de unién de [ Hiflunitraze-

ram v posiblemente a ila de ofros compussics benzodiacepinicos ni a la

Come se describe sn el apartado de Indroduccidén, la farmacolo-
gia del recepior GABAp /henzodiacepinas a5 bastante compleja  tanto
desde =l punto de vista de ila gran varisdad de compuestos que se unen

a esta proteina receptora, como desde el punto de viata de la modula-

o PO JUpra Tvym el I = Iy A I 3 Ay
Nosotros hemes determinade Sres tiros de interacciones alostér

 Jp i ma Sa T+ G e +adnn ATt -3y, + 3
1C2s  4ue Se dan 4eniprd d2 23ita protair recaptora: 1) sfecto de

[ ARV B S TGN

b P D s~ nd 1 T 3 al A +p $3435% af
valsivantes sobre ol sitic de unidn de GABA v 1ii) sfectp del GABA
sobre =~ a2t Ed A 3 wd A 3 Tersrci anarings
300r i 31010 dae [S199 R0} $15] DENZOGIACeTiNas.
Tt a “ 2 A e e ~vro rver Yo oo 3 + -~
Esta determinacisn., vensamces que =28 1o suficientements  axteéenca
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implicar el proceso de envejecimiento en cuanto a modulaciones alos-
téricas se refiere. Es decir, conocer los posibles cambios en la
regulacidn de la <transmisidn gabaérzica que fienen lugar con el

envejecimiento.

sitio de unisn de GARA.

iferentes concentraciones de pentobarbital sobre la unidén  de

3 § + ey 3. ~ T R T
En la figara 8, 3e muestran las curvas de dosis respuesta

+ A1 r -~ R - 1 P
obtenidas con rentobarbital v Imuscimol. Como se ve, el efecto es
YA S o Pragee - o prgs
dependien de la dosis en ambos grupos de edad. En este casc la
3 1 3 ] - -~ - — r\‘ 3
variabilidad experinental fue alta, sin embarsgo. nce s3e  cbservaron

o . . ) e A s ea o o
media de los cuatro sxperimentos,tabla 9, ni considerando cada  eX
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Figura 8: Efecto del envejecimiento sobre la interaccidn alostérica entre itio de
unidn de barbitiricos y el sitic de unitn de GABA. Lz estimulacidn de la unién de 40 nﬁ Hlzusci-
20! por difarentes concentracicnes de [%) pentobarbital se deiermind en zembranas de hlaocampo de
rata de Jmeses { |7 24 zese3 | !, Lo8 valores viemen expresados come el porcentaje de estimula-

satrs
03

cién de la unidn de | H}a“sc;mo. con respects 3l controi. 1 valor control {expresado en pmol/mg
de proteina) fue de 0.52 £ 0.07 v 0.45 * 0.06 para zembranas de hipocampo de rata de 3 v 24 meses
respectivazente. Los valores de ios parametros obvenidos del ajuste de estas curvas, se 2uestran
en la fabla 2.

; ‘2 -3

Tabla 9. Efecto del envejecizmisntc sobre la estimulacitn de la union de [“H]Muscimol ejercida

3

por {tiPentobarbital en membranas de hipocampo.

Ezax BCan
@V
Edad fh) 1
3 zeses 168,80 * 48,3 199,03  27.87 1,122 0,48
(4} 4] {4)
24 meses 205,51 £ 78.8: 211,51 + 83,18 1.30 £ 0,55
{4) 43 '4)
Dos valores son la zed 3. ¢el numero de experimentos dado entre parentesis de 103 datos
nostrados en la figura §, ajustades 2 la scuscisn {1}
E e
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3 Interaccidn alostérica entre el sitio de unidén de GABA ¥
el sitio de unidén de bepnzodiacepinas

Para caracterizar sste tipo de interaccion alcstérica realiza-
mos curvas de dosis respuesta evaluando el efecto de diferentes
concentraciones de FABA sobre la unidn de [3H] flunitrazepan. Este
tipo de interaccicén mostrd difsrencias con ei envejecimientc. como
los resultados preliminares, v como se muestra en la figura
2, el efecto ajercido por 23tc neurctransmisor scbre la unidén de
TY“Hiflunitrazepam, fue dependiente de la dosis en ambos grupos de
edad ¥ mostro diferencias en visjos con respecto a controles en el
mismo sentide gue las cbservadas en la  caractsrizacidén preliminar.
Losd pardmetros deternminados a partir del ajuste de estas curvas de
dosis-respuesta a la ecuacidn {1}, mostrados en la tabla 10, indican
que el mayor efecto obtenideo en viejos es debido a un aumento de  la
eficacia o Emax {865.8+12.8%, n=8 frente a 108.2+18.1%, n=3 para

controles ¥y wvielos respectivamsnte) sin cambios en la potencia o

Considerande que los barbitiiricos v las benzediacepinas regulan
la hiperpolarizacidén neuronal =n el mismc sentido pero actuando de
forma difersnte., 2stos resuliados parecen indicar gque 21 receptor

cepinas en membranas de hipocampo
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Bigura 9: Efecto del envejecimiento sobre la interaccién alostérica entre el sitio de
unién de benzodiacepinas y el sitio de unidn de GABA. la estimulacisn de ! aM [“Hlflunitrazepam

per diferentes concenfracisnes de GABA se determind en zembranas de hipocampe de rata 3 meses ()
v, 24 zeses { }. Ios valcres visnen expresados como el porcentaje de satizulacidén de la unién de

gl uoa:rol, eﬁ ausencia de GABA. E! valor control {expresado en
§+0,08 70,42 £ 0,06 para ﬂeabraaas 2 hipocampo de rata de 3 ¥
valores de 1os pardzetros obtenidos del ajuste de las curvas, se

[“Hlflunitrazepam con respecio
pmol/mg do proteina) fue de 0.4

24 zeses respectivamente. Los
nuestran er la tabla 7.

TYg1£1

Table 10. Zfecto del envejeciziento sobre 1z estizulacidn de la unidm de [VH]flunitrazepan

3

gjercida por GABA en sezbrarnas de hipocampo.

Tmax ECeq

v

3 meses §5.56 £ 12.8! 3721 1.2 1202 0.45
{6} {6} i§)

24 zeses 109.20 £ 18,10 484 £ 118 L0y
& &)

Los valores son la media * 5.D. del numerc de experimentos dado entre parentesis v fuercn calcula-

L

dos de los datos mostrados ez la figura 9 ajustados a la ecuacibn (1),

N

neg in miapnifiantira sananta 2 santeal Ang
* Diferencia SI1gRiIiCativa CO0h DPE3PeCts & coRntroies ?{O.US*}.
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b



3.3 Quantificacidn de los diferentes sitios de unidn de benzo-

Los resultados obtenidos en los experimentos de modulacidn
alostérica, demuestran un mayor efecto del GABA sobre la wnidén de
[SH}flunitrazepam en Thipocampo de rata vieja. Como habia descrito
Unnesterall v ¢0l.,1981, la potencia y/o efiéacia de la estiﬁulacién
ejercida por el neurotransmiscor GABA sobre la unién de [“HIfluni-
trazepam, varia dentro de cada regidn cerebral vy este efecto podria
estar relacionado con la presencia de diferentes sitios de wunidn para
benzodiacepinas {Santi v col.,1988; Corda v c0l.,1988%. Considerando

odos estos resultades. nos rropusimos realizar una cuantificacidn de

La utilizacidn de compuestos no benzodiacepinicos como la
triazolopiridacina CL218.3872, las beta-carbolinaz, el oXogquacepam ¥

la imidazopiridina zclpidem, permiten discriminar varics sitios de

diferencial gque rpresentan por los distintos sitics de widn {ver

ADlaa3Fdmnani s a 1 anartandms ~a Tr+tvadiicaad An )
2LiE381TICacion en 24 apartadd 4g Inirosducclon;.
T o B - T T, 0 [ UV I B PRI A o ) ia—
La cuantificacidn de los distintos sitios de unidn de benzodia
P -~ - N T3~ ~ 3 e 1 - - 4 - o e -3 3 A
cepinas 82 ha realizado a rpartir de los experimentcs de competicidn,
atili-ando r-?)u-:.c«,,, T Ennmese { Jat+ ~ l + - -1 T, R =
dLIi1Zance | Tmjriuniirazepam (agonista del recepilr 4 LEeEnEoRiacer:
- - I B IR Loy . . - 1a & - 3yt -
nas, no selectivol v diferentes conceniraciones de 1z triazclepirida
-y e TG pTIEY
(W NST SRS I R IR I N

=)
~J



La figura 10, muestra las curvas de desplazamiento de la unién
de ESH]flunitrazepam ror distintas concentraciones de (CL218.872 en

hipocampo de rata control y vieja.

Imeasas

[3H]FHE Birding i% del control}

ir ¥
|
[N

Pigura 10: Efecto del envejecimiento sobre el desplazamiento de la unién de 1 nM
{3B]flunitrazepal por la tiazolopiridacina CL 218.72. %1 desplazamientc de la unién de ! nM
["Biflunitrazepam por (L 218.872 s¢ deterning en membranas de hipocampo de rajas de J meses () ¥
24 zmeses ! ). Los valores esidn expresados como porcentaje de la unidn de [“H]flunitrazepam con
respects al control, en ausencia de €L 218.872, Los valores controles fueron  similares a los
dados en la figura 3. Los valcres de lus pardzetros ohsenides del ajuste de las curvas se muestran
an la tabla 2.

En la tabla 11 sze muestran los rpardmetrod obtenidos del ajuste de las

curvas (X1 v Bmax).

[
1

Cx



Tabla 11. Efecto del envejecimiento sobre el desplazamiento de la unidnm de {3H}FRZ por 1 218-872 en membranas

de hipocampo.

K ) Bzax [pzol

Edad 1 Alta Baja Alta
J meses 4 0.11%0.07 2.00.5 0.3¢0.2 1.08
24 meses 4 0,07 £0.03 1.483.2 0.8+ 0.2 1.2

5 valores son la media £ 5.3. de 1 experizentss hechos ea paralelos.

ueron calculados a partir de los datos mostrades en la fig. 10, ajust

2g profeinas! % de alta afinidad
i fotal Sitios de unidn
H
:0.58 1.35 £ 0.58 20,02 £ 8.5
t .48 1.84 £ 0.46 32.43  4.3%

*pn
vru

Los perametros de las curvas de despl

e 4

ades utilizande el programa LIGAND.

2
13z

zaaient:

Como ase

2 o

CL218.872 discri

{(corregpondiente
{correspendiente
descritoc
embarge,

sy

controles 4 20.0 + 8.

respecto a

- PRWIL 4 3’ it
A~ Aarial - P 5 ~ an e e d A 3,
1o cual demuestra un aumentc en la PrOoporeion g
Ty 4 A atn wrdada
el NAI1pOCamPo de rata vieja.
10
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4. EFECIO DEL GABA SOBRE LA UNION DE [SHlflunitrazepam EN
DISTINTAS REGIONES DEL SISTEMA NERVIOSO DE LA RATA.

Comc un primer paso para poder verificar la posible relaciédn
entre eficacia en el acople alostérico vy presencia de distintos
isorecepteres, determinamos 21 efscto del GABA sobre la wunién de

Cgijlunitrazepam. Para ello realizamos curvas de dosis respuesta. en

0

distintas regiones v en corteza cerebral de rata de cinco dias, en la

que estd ampliamente descrito su mayoritario caracter farmaccldgico

o

omegan (Lippa v col.,1981; Vitorica vy co0l..1800).

Como se puede ver en la figura 11 A y B, en todas las regiones

r

ensayadas ¢l efecto del GAEA szobre la wunidn de sSHJflunitrazepam fue

-

dependiente de la dosis, lo que indic i@ los sitios de unidn de

£
0

GABA ¥ flunitrazepam. o benzodiacepinas en general. estén acoplados

alostéricamente. Los resuliados del ajuste de dichas curvas de dosis

respuesta se muestran en la tabla 13,

Hiflunitrazepan presenta

grupos  segim La eficacia del acople: 1) de alta eficacia, agquellas
con wna  Emax de 100% o superior, como corteza prefrental, corteza

) 21 mdielta o ~apaiel I NP I £2, 14 0
cerebral adulta. cershelo v ooliculs supericr, figura 11 A v 2) de

a i mE el e T T ImEayd e, a 1ONY amn I
bg (A STICACIA, AaduSliad o0l Ung LGaX 1nierisry 4 LuWe, CSomo Q1pocampe,

Ahile caminnal o o foym o vt © i maba Am Awmen S5 A . 4
Medlid 88PLnAL ¥ Corioza oarenral de rata df oIinCco dias, ILigura 11 B.
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diferencias entre las distintas regiones. Solamente en el hipocampq
fue significativamente menor, p< 0.01, comparada con las otras re-
giones. Estas diferencias podrian estar revelando diferencias en la
composicitn de las subunidades beta, que confieren distinta sensibi-

lidad para =1 neurctransmisor GABA.

o
Tabla 13 Diferencias regicaales en el efecto del GABA sobre la unidn de [VElflunitrazepam a su recepicr
Bmax EC:G L]

Regién (% de estimulacion) 2 15

»him
ko
.

<oy
o>
(2

¥édula espinal t 18.5% 2.06 1 0.56 1.30 £ 0.36 3

Hipocampo 71.8% £ 15,09 .10 % 1 46 1.18 £ 0.42 ]
Corteza de § dias 80,12 * £.46% 1.26 £0.70 §.86 0.14 3
Corteza cerebrall 119.97 £ 12,01 9.97 £ 0.33 9.96 * 0.56 5
Oorteza prefrontal 121,27 £ 18,78 1.52 £ 0,77 1.10 £ 0,45 5

Cerebelo 89.55 + 24.%8 1102080 0.90 £ 0.20 9

Coliculs superior 100.88 + 21.78 0,89 + 7,54 1,18 £ 0.45 4

Los valores son la media * S5.D. de 2 experizentos de los datos mostrados en la figura 12 A v B ajustados a la
ectacion {13,
¥p<0.01, ¥#p<0.004, Diferencias significativas con respects 3 corteza cerebral o corfeza prefrontal

] H nl 3 k] o e 1 + ol *n
{- La corteza cerebral engioba al cortex sin la corteza prefrontal.

o~ st mm memat e daa A JI n 1 3 P 3 A
En  resumen, 23008 regulitados aemuestran que L8 interaccidn
iy P B T . N Y Am A TATIA B o B ~ Tele bl —
antrae 21 3itio de wnidn de GABA v los sitics de unién e benzodiace

Sema  oxa Ae PR mx T amee 1a Trame s smea 3 ~ +
Pinas. 2@ ca 8n todas L4 Uegionssd Juo Nenos ensgayads ¥, JuUe presenta



heterogeneidad regicnal. GBHstos resultados pueden estar indicando
iferencias en la proporcidn de los distintos sitios de unién de
benzodiacepinas en las distintas regiones cerebrales, como ha sido

descrito por stros autcres.

5. DISTRIBUCION DE 1OS DIFERENTES SITIOS DE UNION DE BENZO-
DIACEPINAS EN DISTINTAS REGIONES DEL SISTEMA NERVIOSO DE LA RATA.

Para comprobar la veracidad de la hipdtesis de, maycr propor-
cidn de receptores omega 1. mavor eficacia en el acople alostérice

v el gitic de unidn de Dbenzodiacepi-

continmiacidn cuantificamcs los distintos isctipos farmacolégicos
de recepiores de benzcdiacepinas.

5.1 '*?'gtpg"-‘?f“ ia 3@ distribucid con !a i ird

La cuantificacidn de los distintos sitios de unidn de benzodia-
cepinas, se realizd mediante snsayes de desplazamienios de la unidn

N -“3 FTLV n - - - A - b o o asm o - . T 1 (p]
de [YHlflunitrazepan con difsrentes conceniracicnes de CL218.872.

5
¢



Lao curvas de desplazamlenbo ob enidas con CL218.872 presentan

verfiles
cual estd indicande heterogeneidad, en la distribuci
tos sitios de unidén de benzodiacepnas, dentro del

central de la rata. Al ajuw:

tramos regiones

star estas curvas de

diferentes segin la regidn ensayada (dato no mostrado),

1o

Sn de los distin-
sistema nervioso
Aeoanlazam? ant -
desplazamiento encon

que presentan wn mejor ajuste a un modelo de un solo

3itic de mnidn, como cerebelo vy médula espinal., tabla 14, vy otras
donde el ajuste es significativamente mejor, p<C.05, a un modelo de
dos sitics de unidn, ocomo corteza cerebral adulta, corteza prefron-
tal, “Oiicul? supericr e ?%QEEE?E?) tabla 14. )
Tabla 14. Distribucion de loz siticg de unisn omega: ¥ omega, para senzediacepinas en ratas controlies.
Cuantificacisn con CLI1B.B72.
proeg_gro
Ragian R
y sitios (X del lotall
1ta Bala dita Baja i
ﬁ; a‘f?\.!‘.\ J’_Ki‘sl!!f:»‘(‘x
¥eduia espinal §.0. CRUEAN 8.0, 160 4
Hipocampo 9872704 2218 7.3+ 182 72.2 2152 4
gza cere:c:’a’;'i 96,1 ¥ 153 3.3:1.8 LN R 952113 ¢
Jortezs prefrontal 80.4 % 38.5 2B 37283 §2.7 5.2 3
Cerebelo 197.8 £ 525 §.0. M ¥.D. 3
Joliculo superisr g3.4 2 181 40z EELE B49+55 ¢
Las Zi{s} v la oroporcios entre los diferentes sitios de unidn fusron caleuladss del ajuste de las curvas de
desplazazienso de In¥ [VYIFRZ por TLI1E.R7Z. Los valores son la pediz £ 2.5, da 1 experizentos.




Las proporciones de los distintos sitios de unién presentan
riacidn reﬁ.uona1 v coinciden con las descritas por otros autores
(Niddam v c0l..1987; Sato v Heale,19839}. Ei 3itio de unidén de alta
afinidad para CLZ18.87Z (receptor omegay) estd enriquecido en cerebe-
lo (100%) v en corteza cerebral adulta (80.4 * 11.3%) mientras que el
sitio de unidn de baja afinidad. {receptor omegan). es mayoritarioc en

médula esrinal (100%)., hipccampo (72.22 * 15.2%), coliculo superior

g + KR Eo/hy o P Lo 3 7 4 JEL A
(64.98 * 5.5%) v corteza prefrontal (82.7 £ B.3%).

Eatos resultados demusstran gue la distribucién de los distin-
tocs  3itics de unidn de benzediacépinas e3 heterogenea dentro del
sistema nerviose de la rata. sin embargo. cuandc comparamos los
valores de la cuantificacién de los distintos sitics de unién de
benzodiacepinas ocon los valcores de eficacia de  las distintas re-
giones, como se musstra en la figura 12, comprobamos gue no existe

una relacidn directa entre la vroporcidn de sitios cmegay ¥ la efica-

cia del efecto del GAPA sobre la unidén de EBH}flunitrazepam. Asi

N

tenemos regiones como cershelc, con el 100% de los sitios de unidén

Tatma wmanatdon o cyra itz 1m mFS

L3T0S refdliitatos S8 aungue 8 £Iicacla en L4as
R . e m 1+
I S1TCL08 3. 28 2.34, podemcs  sncontrar




regiones con una Dproporcidn media o baja de sitios omega; Yy una
eficacia en el acople alostérico alta. Por lo tanto,vestos resultados
no apovan totalments muestra hipdtesis de trabajo v no podemos con-
cluir que el aumentc en la eficacia del acople alostérice descrita en

hipocampe de rata vieia, sea debido al aumento e=n la proporcidn de

¥
Yo

- -
recepilores omesgay .
-
4 B
1ol
ST |
oo CoTaza cerebral
= ) T
o -
1 T
7y I
b e b
bl
Lergbelo
, ,
T T 13
- — e ER
& 50 75 100 25
- I -
¥ oomego 1 {CLETE-37E

Figura 12: Relacidn entre el porcentaje de sitios de uaidm tipo I/onegal para benzodiace-
pinas y la mixima estimulacion {Emax), de la interaccién alostérica entre el sitio de unifn de
benzodiacepinas y el sitio de unidn de GABA. Il porceataje de sitios de unién tipo I/omege,, s3e
deteraind del ajuste de las curvas del desplazamiento de la unisn de ! a¥ [“Hflunitrazepen por (L
218.872 zostrados en la tabla ?. Los valores de Zmax provienen del ajuste de las curvas de dosis-

1

respuesta v son mostrados en la tabls 7.

3

o, nos propusimos hacer una

e ~ e PP G T 3 . o e
no apovan la hipéiasis de traba,
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Desplazandsc la unién de :3ijl razepam con concentraciones
crecientes de zglpidem, pudinos cuantificar los distintos sitios de
unién de benzodiacepinas. En la tabla 15, se muestran los resultados
de los ajustes de las curvas de desplazamiento en las distintas
regiones ensayadas. Al igual gque con Cl218.872, la curva de desplaza-
miento de cerebelc se ajustdé a un modelo de un sitic de unidn con
alta afinidad {18.5%5.4 nM) v en corteza cerebral adulta y corteza
prefrontal a un modelo de dos s3itios de unién con alta afinidad
{14.621.5 oM v 12.05%2.9 nM respectivamente) y media afinidad
{382.652B5.7 nM v 346.4153.3 nM respectivamente). Estas afinidades se

corresponden muy bien con las obtenidas por Pritchett vy Seeburg, 1980,

e}

con  receptores construldcs a raritir de la inveccidn de diferentes

subunidades en células de rifdn.

Las curvas de corteza cersebral de rata de cinco dias vy  médula
espinal presentaron un mejor ajuste a un modelo de dos 3itios de
unidon de media afinidad (258.1%226.3 M v 123.9%67.1 nM respectiva-
mente) ¥ baja afinidad (4.6120.12 M v 4.15+3.05 uM respectivamente).
Zstas dos regiones cldsicamente han sido clasificadas como tipo II a

vartir del ajuste de las curvas de desplazamientc monofdsicas con

ién con las descri-

describen un nuevo
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tipec de recepior, no native, dentro de 1os recepiores omega 2 que

ror zZolpidem v gue =3tda  determinadoc
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Tabla 15. Distribucidn regicnal de los sitios de unidn omega para benzodiacepinas en ratas controles.

1

Caantifiacién con zolpidenm.

b

Smaz
Region - (sitios (£ del fotall

M Mein B Alia tedia Bin 1
Mg Maw b

Médula espinal D0 123816 41 il 1.2 §2.1223.8 38.0:25.9 ¢

Hipocaape 5270 W8 282.0 6146 20738 846153 4.6:868 4
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Colicule supericr 10.40 205.30 10.4 35.60 53.90 10.40

-

Las §i{s5) v 1z proporcicn entre los diferentes sitios de unidn fueron calculadas del ajuste de las curvas de

desplazaziento de Inl 5333F§Z por zolpiden. Los valores son 14 media * 5.1, de n experimentos.

1- la corteza cerebral engleba al-cortex sin la corteza prefrontal,
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En el hipccampo, las curvas de despiazamients presentaron un

comportanients mda complelic con respecio al modelo de sitics de waidn
al gus se ajustaban. El ajuste a un modelc de wn sitio de wnidn
ragultd  significativamente peor »<0.05 cue =21 ajusis a un modelo de
dos sitos de unidn {(dato no mostrado). Sin embarge. las  afinidades
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de media afinidad (110.9

I+

con un sitio 39.8 sMY v otroc de baja

afinidad para zolpidem (3.81 £ 1.8 uWM). Es decir, al contrario de 1lo
que pensabamos no fuimos capaces de discriminar el sitio de wunién

*
K

para el que zolpidem presenta mayor afinidad. A la vista de estos

resultados nos planteamos ajustar las curvas de desplazamiento a un

nodelo de tres sitios de unidén. Lo que obtuvimos fue que de c¢inco
experimentcs, dos de ellos presentarcn una mejora significativa con

regspecto al modelo de dos sitics de unidn. p<0.05. ajustandose mejor

a un modelic de tres

MY media (297.89%EE5.01 nM) v baja (4.9520.48 D).

CAS03 no diferen oon

[

presentaron cias significativas

i de

-

wmidn ziendo estadisticamente igual de hueno

tics

i

modelo de dos

o

el ajuste a un modelo de dos gue a un modelo de tres sitios de unidnm.

Como hemes visto, en hipocampo, 21 sitio de wnidén de alta
afinidad para zolpidem no puede ser discriminadc ajustando las curvas
de desplazanientc a un models de dos sitios de unidén. S5in  embargo.
con CL218.872 un ligando seslectivo al igual que zolridem. se discrim-
in perfsctamente 21 sitio de unidén de alta afinidad v el de baja
afinidad. Esia discrepancia sn el comportamiento de estos dos ligan-—
dog zelectives, que vresantan alta afinidad por la misma poblacidn de
3itics de wnidn, pueds ser debidn a la menor proporcidén de sitios de
nidn de alta afinidad con respecto al total de 3itios cmega 2. 2n el
casc del zolpidem v a la razdn entre las afinidades de los sitics de
unidn  de medis v alta afinidad con respecto a los sitios de baja ¥

afinidad.

A nesar ﬁe gque 21 aduste a un nodelc de tres zitios de unidn es



estadisticamente igual que a un modelo de dos sitios de unién, pero
en el ajuste a un modelo de dos sitios de unién no discrimindbamos
2l sitio de alta afinidad, claramente discriminado con (CLZ218.872,

realizamos todos los ajustes a un modelo de tres sitios de unidn. Los
resultados 3e muestran en la tabla 15. Lo mds importante que cake
destacar es la buena correspondencia que existe en la proporcidn
entre los sitios de unidn de alta afinidad detectados con CLZ18.872 y
log detectados con zolpidem, v que la propofcién de sitios de baja
afinidad para CLZ218.872 (72.22 + 15.21 %) puede ser dividida en dos
grupos  con afinidades media. representando =1 54.8 £ 68.28 % v Ybvaja,
representanuo el 24.6 * 8.85 ¥ para zolpidem.

Como muestran estos resultados, la utilizacidén de la imidazopi-
ridina zclpidem tone de manifiesto por primera vez, a nivel farmaco-
l8gice, la presencia de una roblacidn de receptores nativos que
presentan bhaja afinidad para zolpidem presentes en médula espinal,
corteza cerebral de rata de cineco dias, hipocampc ¥V en mencr propor-
cidn en colicule supericr, 35 decir en regiones clésicamente defini-

das como tipo II con CLE1B.37Z. Estos resultados coinciden nuevamente

con los descritos por Pritchest v Sesburg, 1930 en el sentido de que
log  tresz tipos de recepiores construides s=n células de rifidn con

diferentas subunidades alfa pueden existir farmacolégicamente como
recaptores nativos v posiblemente sste comportamiento farmacoldgico
sea debidc a la rpresencia de la subunidad alfa5 dentro de estos

recepliorss.
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existe entre la mayor proporcién de receptores con baja afinidad para
zolpidem y la menor eficacia en el acople alostérico entre el recep-

tor de GABA v los receptores de benzodiacepinas. figura 13.
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Figura 13: Relacidn entre el porcentaje de sitios de unidn tipo I1/omegay para benzodiace-
pinas, con baja afinidad para zolpides, y la mixima estimulacién (Emax) de la interaccion alostér-
ica entre el sgilic de unién de benzodiacepinas y el sitio de unién de GABA. El porcentaje de
sitics de unidp tipo EE/oaegazb, se deterzing del ajusie de las curvas del desplazamiento de la
unién de 1 n¥ [VH)flunitrazepam por zolpidem mostrados en la tabla ?. Los valores de Emax provien-
en del ajuste de l1as curvas de dosis-respuesta y son mostrados en la tabla 9.

6. ESTUDIQ AUTORADIOGRAFICO DE LA DISTRIBUCION DE 10S SITIOS DE
UNION PARA BENZODIACEPINAC (OMEGA) CON ALTA.MEDIA Y BAJA AFINIDAD
PARA ZOLPIDEM.

Bl uso de la téonica de autcradiocgrafia nos permitid realizar
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forma, preiendiamos vwvisualizar el sitio de unidén de baja afinidad
para zolpidem que habiamos descrito farmacolégicamente en hipocampo y

asi comprobar su localizacién.

Para visualizar los tres sitios de unién, utilizamos el antago-
nista {3H]f1umazenil, que no discrimina entre los distintos sitios de
unidén, y tres concentraciones de la imidazopiridina =zolpidem. E1
sitio de unidn de alta afinidad para zolpidem lo definimos como la
fraccién de unidn especifica de {SH}flumazezil gue &8 desplazadc por
100 nM de zolpidem. El sitio de wnidn de afinidad intermedia viene
determinade por la fraccidn de wunidén =specifica que es resistente a

00 nM de zolpidem perc es desplazado por 3 M de =zolpidem. Por
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altimo, el sitic de unidn de baja afinidad
nide comc la fraccidn de unidn especifica de [“Hlflumazenil que es

resistente a 3 uM de zolpidem.

En la tabla 16. se muestran los resultades de la cuantifica-
Qién autoradiogrdfica de los sitios de union de {SH]flumazenil asi
como la distribucidn anatdmica de los sitios de unidn con alta, media
v baja afinidad expresades en fmol/mg de tejido v en porcentaje con
respecto  al total. Es intercsante resaltar la huena corrsespondencisa
entre los resultados cbienidos por la técnica de binding v los obte-
nidos por autoradicgrafiz. También es importante resaltar la buena
correspondencia existente entre dos sspecies de ratas distintas como

son Wistar v Fischer 344. En este sentido. la distribucidén y los
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coinciden con las regiones previamente determinadas por binding como

aon, hipocampo, coliculo superior y médula espinal.

Una de las ventajas de la téenica de autorradicgrafia, es que

nos permite realizar wn estudic més amplio vy de ciertas areas de

[l

ificil evaluacidén por la técnica de binding. Asi podemos detectar el

sitio de unidén de baja afinidad para zolpidem en el septum (22%),

: ,- 12

lamo venitromedial (32%)., dorscmedial (17%) v lateral {(13%) vy en
el estriadc (27%) sntre oiras regiones. También es importante desta-

erebelo v en la corteza

51
D
i
b
H
9]

car la ausencia de sste sitio de wnién

cersbral v prefrontal como habiamos descritso por la técnica de unidn

En la figura 14, (fotografia) podemos ver la distribucién de
los tres sitios de unidn de alta, media y baja afinidad para zolpidem
en secciones sagitales de cerebro de rata. Lo mas importante es ver
1a alta concentracidn de sitics de unién para ?“HWf;um zenil con baja

afinidad para zolpidem presentes en hipocampo.

Estos resultados autorradicgridfices demuestran la existencia

b -3 3. 5 e - ~ . N -+ 3
del sitio de wunidn de baja afinidad rpara zolpidem caractsrizade

previamente por técnicas de binding ¥ nos permite visuallizar su
localicacidn denitro del cerebro de rata v concretamente comprobar su

existencia mayoritaria dentro de hipocampo.

(v}



7. EFECIO DEL GABA SOBRE LOS DISTINTOS SITIOS DE UNION DE
BENZODIACEPINAS DENTRO DEL SISTEMA NERVIOSO DE LA RATA.

Los resultados cobtenides de la cuantificacién de los distintos
gitios de wnidn de benzodiacepinas, junto con leos de la estimulacidn
por GABA de la unidn de r“H}L$ 1itrazepam, demcstraron que no existe
una relacidn directa sntre mayor porcentaje de sitics de unidén omega

v maver eficacia en =1 ascople alostérico. Por otro lado, si  parece

. . .
clara 1a relacifn

i

cnitye un mayor percentaje de receptores de baja

8]

afinidad para zolpidem v una menor =ficacia en 21 acople alostérico,

2

debido a que é3tos s sencuentran en aquellas regiones donde la efica-

cia del acople alostérico es baja. Llegades a este punto, nos plan-

teamos hacer una caracterizacidn del acople alostérice entre los

-

tres sitios de unidn de benzodiacepinas y el recepior de GABA.
Esta descrito gque el GABA esjerce un efecto modulador positivo

sobre la unidén de benzodiacepinas incrementandc la afinidad para

o] P :

egtas drogas {Zauires v ¢ol.,1984%. Para sstudiar el efecto del GABA

schre los distintcs sitics de anidn de benzodiacepinas. 1o primerc

que hicimos fue comprobar oue o1 CABA nedifica la afinidad del sitio

tics de anidn.

D

3 i~ g I 3 - o - - - 3 -
de unidn de tenzodiacerinas sin afectar al nimerc de si

Para comprobar 3319, realizanos experimentcs de saturacidén de

-

“Hlflunitrazepam s=n presencia v augencia de 100 uM  GABA  (concen-

[

En la figura 15. ze muestra la transformacidén de Scatchard de

Ty ramitl T adqs {Tnma 2 vre ol [, ~ MATDA = +wadiie ; ih
L03 reguliladog.  Lomo 28 ve, 81 efegts del Lada se  tradilce 2noun
- - . oA . 3 v + . ) B
PR LT L e ~ o A I = T A VL S FTS vy o e A gt N PR P
SUmMsnTS 22 a0 afinidad foicminucidn de o la X3 =in 2ambics en el
e e T o b I s 3
oumsrc [ACIING Jo JLTL03 G UNIon.



o ~GABA

R +iZABS,
Lid-r g

et .
! g
et T,
) T o
ol I_X‘.,_ 1o -, .
[ X ..,
o .
. i -,
= H .,
e L
S T
ud s an )
=

oo ;
i S ¥ 1=
TR £ q4 7 1
S e S b
- ) ¢
e iRl i~ 3 o
SNG L DIMoLS g Lo,

Fimgra 15: Efecio del GABA sobre la unifn de [3E}f1nn1ttazepaa. Laz curvas de saturacicn
de f“E}flun1» az £pal se realizaron en zembranas de hipocasmpo de rasa de 5 zeses, en presencia { ),
o en ausencia { }, de GABA {100 ¢M).

Para cuantificar el efecto del GABA scbre los distintos sitiocs

a

de unidn, omega, ,omegag, ¥ Cmegany,. realizamos experimentos de

desplazamiento de la unidn de 1 nM ’SHJflunlfruu pam an pregencia vy

ausencia de GABA. Como indice del grado de accple alostérico. con-

+

sideramos la razén entre los valores de Ki en ausencia y presencia

A

de GABA, habiendo comprobado que el GABA afecta solaments al wvalor de
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cia de este neurotransmisor. El grado de acople alostérico, se deter-
mina ajustande las curvas de desplazamiento a los distintos modeleos
de sitios de unidn, segin la regidn, vy viendo la razén entre los

v presencia de GABA; Para

o

valores de las Kis obtenides en auséncia
realizar los ajustes en vresencia de GABA, consideramos el cambic en
el valor de Kd para fuq]*ijn‘traaenam originado por 21 GABA en las
distintas regiones, ver tabla 17.

En ls mayor parte de los ajustes, el (GABA s581s afectd ics

o

>

<
N

3in afectar al nimerc mdxime de sitios de unién.

i
¥
j

alores de Kd ¢
S561lo en aquellos experimentos en los que la variacidn del valer de R,
gque da idea del nﬁméro maximo de sitios dé unidén v e3  obtenide del
programa LIGAND, o la proporcidn entre los distintos sitios de unién,
fue supericr al 20% con respecto al valor en ausencia de GABA, 3e

utilizaron los va s de R obtenidos en el ajuste sin GABA v se fljé

ntas Kis en presencia

|....|4

este valor para obtener los valcores de las dis

de GABA.
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Figura 16:; Efecto del GABA sobre el desplazamiento de la unidn de 1 nM [3H]f1nnitrazepal.

Bl desplazamiento de la unidn de ! nM [°H}flunitrazepam s membranas de hipocampo por (L 218.872
Log va-
de la union de [VHIflunitrazepam con respecto al control,
ios pardmetros provenientes del ajuste de las curvas se

1
(A} o zolpidea (B}, se reaiizaron en
lores esidn expresados como poroental
en ausencia de {5 21B.87Z. Los valores 4
zuestran en la tabla ?.

presencia |
e g

[y]

-3
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Tabla 17. Variacién regicnal del efecto del GABA sobre la unifn de {3H}fiunitrazepaa

v

ng],n xd_ajgd{.b L

Médula espinal 1.8+ 0.3 5
Hipocampo 2.210.1 4
Corteza de 5 dias 2.4104 3
Corteza cerebrall 330 pJ
Jerebelo 2.7+40.2 3

Las constantes de afinidad, en ausencia ¢ presencia de 100 1M GABA, fueron calculadas a partir

de 103 experimentos de saturacidn de isﬁ}fiunitrazepam. Los dabos estdn expresados como l1a razén

entre la constante de afinidad en ausencia y presencia de GABA v son la media  §.D. de n expe

rizmentos.
a- Constante de afinidad calculada en ausencia de GABA.
b- Constante de afinidad calculada en presencia de GABA,

1~ La corteza cerebral engloba al coriex sin la corfeza prefrontal.

A partir del gjusie de las curvas del desplazamiento

anidén de 1 nM

control, mostr

- ra—
constantes de

1 por C1218-872 en hipocanmp
17 A, obtuvimes lcs valores

-~ Al ™3 31, + R
sin GABA. E1 GABA disminuye

de rata

de las

3.38 %

0.17 veces {(n=3) el wvalor de la Xi del sitic de alta afinidad
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da idea de un diferente grado de acople entre los dos sitios de unién

o entre los receptores omegay ¥ omegas con el receptor del GABA.

El ajuste de las curvas de desplazamiento de la unién de 1 nM
[aH]flunitrazepam por zolpidem en hipocampo de rata control, mostrada
en la figura 16B, a un modelo de dos sitios. da lugar a dos sitios de
union con afinidades media y baja para zolpidem como hemos wvisto
antes. El GABA disminuyd las constantes de inhibicién de estos dos
sitios de unidn, 4.28+1.52 veces (n=4) la del sitioc de afinidad media
(110.9%38.6 nM) v 2.02%0.3 veces (n=4) la del sitio de afinidad baja
{3.6+1.8 uM). Estos dos nimeros son significativamente diferente
{(p<0.03), 1lo que nos da idea de gue el acople alostérico entre los
dos sitios de unién cldsicanmentre definides como tipo Il es heteroge-

neo.

Ajustando esas mismas curvas a un modelo de tres sitios de
unién pudimos determinar =1 efecto del GABA sobre estos tres sitios.
Como se muestra en la tabla 18, el GABA disminuyé de la misma maneré
las constantes de inhibicidén de los sitios omegéI y omegao, YV en
menor céntidad la constante de inhibicidn del sitio de unidn de baja

afinidad omegasy,.

Utilizande este mismo protocclo pudimos determinar el efecto
del GABA csobre los distintos sitios de unidn en otras regiones cere-
brales que presentan diferentes eficacias en el acople alostérico.

puede wver, el

B

PR IR e g e e 4 av lm Aalla 10 . ;
LUS 838ULTAd0S §e presentan en o .a Tabia Lo ¥y como &s

{

efecto del GABA os igual zobre los recephores omegss ¥ cmegao, en
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todas las regiones ensayadas excepto en la médula espinal y es sig-

nificativamente mayor que sobre los receptores omegaoy,.-

Tabla 18. Variacids regional del efecto del GABA scbre la unidn de [3B}flunitrazepam

a los diferentes sitios de unién de henzodiacepinas.

Juboid
34 3 . 87 b 3w 7y b -‘;_a; b

Regidn Iia-%/K ey  HipSAia® i L
¥édula espinal ¥.D. 1.67 £ 0.51 1.19 £ 0.88 5
Hipocampo 477 ¢ 141 £67+ 1.0 1.3 LM 4
Corteza de 5 dias §.D. 3.68 £ 0.57 1.6+ 0.88° 3
Corteza cerebrall 3.50 + 0.68 3.50 £ .18 §.D. 7
Cerebels 7.63 £ 0.75 ¥.D. N0 3

Las constantes de izhibicion, en ausencia o presencia de 100 uM GABA, fueron calculadas
a partir de los experimentos de competicion usande [aﬁ]ng y zolpides. Los valores estén
expresados como la razdin entre la constante de inhibicidn en ausencia y presencia de GABA
7 son la media * $.D. de n experimentos.

¥.D.- no detectado.
a.- Constante de afiﬁidad calculada en ausencia de GABA.

b.- Constante de afinidad caleulada en presencia Jde GABA.
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En resumen, todos estos resultados demuestran la existencia de
un nuevo sitio de unidén de benzodiacepinas que presenta baja afinidad
para la imidazcporidina zolpidem, (rango uM) y que estd acoplado con
baja eficiencia al receptor del GARA. Considerandc en conjunto los
resultados de la distribucidén de estos sitics de unidén de baja afini-
dad para zolpidem v el efecto diferencial del GABA sobre la unién de
C3H]flunitrazepam, 3e podria concluir que en las regiones cerebrales
donde =stén presente estos sitios de unién, ia eficacia en el acople
alostérico entre el sitic de unidn del GABA y los sitios de unidn de
benzodiacepinas serid menor que en las regiones gque presenten una baja

proporcidn o carezcan de estos sitios de unidn.
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8. DISTRIBUCION DE [0S DIFERRNTES PEPTIDOS DEL RECEPTOR DE BENZO-
DIACEPINAS EN DISTINTAS REGIONES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE 1A
RATA.

La aplicacién de la técnica de fotomarcaje en combinacién con
técnicas inmunoldgicas, ha permitido caracterizar el receptor de benzo-
diacepinas a nivel de composicidén péptidica, asi como la correspondencia
entre los distintos péptidos fotomarcados vy las distintas subunidades
clonadas del receptor. Asi se sabe que el péptido fotomarcado P51 se
corresponde con la subunidad alfay, P53 con alfap, P57 con alfa, 5 vy P53
con alfa3 (Olsen v col..1291). Esta técnica también ha permitido situar
el sitio de unién de las benzodiacepinas sobre las subunidades alfas vy
el sitio de unidén del GABA sobre las subunidades betas (Mlher vy

01.,1980; Deng y co0l.,1985; Bureau v col.,1988).

A nivel molecular, el receptor omegaq viene determinado por la
presencia del peptido P51 v los receptores omegan estan determinados por
la presencia de cualguiera de las otras subunidades {(ver el apartado de

Introduceidn).

E1 uso de la técnica de fotomarcaje nos permitid visualizar la

presentan  las dos regicnes cerebrales, o8 cuantitativa vy cualitativa-

a S E b otr @ ey P -~ i . S mrea A . EEEF
aente diicrante ¥ o8 COrresoonde o0 Las3 Dproporcijones 48 Lo3 diferentes




omega; a nivel farmacocldgico. presenta s6lc una banda fotomarcada de
masa molecular aparente de 51 Kd, correspondiente a la subunidad
alfal . Sin embargo. en corteza cerebral adulta, aparecen cuatro bhandas
fotomarcadas correspondientes a las subunidades alfayq, (P51), alfa o
(P33), alfag v alfag (P53). Estas tres Gltimas subunidades determinan
receptores omega, - Farmacolégicamente, la corteza de rata necnatal es
100% omegan , lo cual se refleja a nivel de subunidades fotomarcadas en
ausencia o una proporcidn muv baja de P5l. Es imporitante destacar que en
esta regién detectamos el receptor de baja afinidad para. zolpidem que

viene determinado a nivel molecular por la proteina P57 (alfa, xi.

Como 3e ve, la hetercgeneida
ilos recepbores omegas tiene una correspondencia a nivel de composicion

-~

hecho de que la farmacologia de los

jo 8
+
4]
L]
D
‘:J
c
U’l
o0
M
r‘
5
'_J
iy
[«%
(D
s
',-_-l
th
Qs
[
¢]
&1
ot
"
Q2
D
iy
9]
Q
E]
el
ek
3
O
?>
J>
O
[$3
[
3]
O
‘ri
F wde
fond
o
w

£a

CUANTIFICACION DE i0S SITIOS DE UNION PARA BENZODIACEPINAS CON
ALTA MEDIA Y BAJA AFINIDAD PARA ZOLPIDRM. EFECTO DEL, ENVEJECIMIKNTO.

o~ T s ey T A RS SR, A x R N . -
28I 4104, medla ¥ m't. a afinidad LAra SOlpldem en varlas reglonag  oers

Tpalan  Ae  watna contralos mepe Sacndass A Tyr 3 A 3 wadinigando -
IrRLIES & ATAS 20onTrcieg POYy TeCniCas dGe union & rAagioilfandos, vy

e laada 111 emmeanad o 3r 3 e - 5 ;. S Fina:
CORProLAda 33 PreSenclia en Nipocanmpo DOor técnicas  autorradiogr aficas,

-~ :
Tayys iy
LENLESROS en




el

tio de unidn de baja afinidad para

S
zolp

idem v el sitio de unidn de

GABA, v el aumento en. la interaccién alostérica durante el envejecimien-

la explicacidn més

to,
omegasy en decremento de
En la tabla 19 se
- de desplazamiento de la

un  modelc

s
»
A

it
27,148.0

¥}

3 neses §.840.4

24 meses. 19.5:8. 42.8#10.3

¥

evidente suponia un aumento de sitics de unidn
sitios de unidn omegaoy-

muiestran los resultados del ajuste de las curvas
anién de 1 nM Eaﬁ}flunitrazepam por'zolpidem a

o3 de unidn. Come se ve, el vejecimientc no
de inhibicidén de ninguno de los tres aitiocs de

Unegany

Riln Z Tl
165.8159.3

MY

42.128.1 2.540.9

176.3180.4 3.182.9

28.75.1

37.535.9

Ozegarg

)

LI

urvas de desplazamiento de la unitn

, X
tios de uni
anicn  de
32 ohserva

ratas

S ae
alta
tam-

Los valores fueron calewlados a partir del ajuste de las ¢
de isﬁ}flunicrazepam Tor ol idem con el prograza LiGAND v son la pediz 5,
% experizentss hechos en paralelo.
1.- Expresade como ¥ del total de sitics de unida.
¥ 5¢.05, Diferenciz significativa con respecic a conirolss,
in cuanto a las provorcicnes de los distintos 33
obgerva cug 2l aumento an la proporoldn de 3itios de
afinidad  deserito con la lopiridacina CL218.872,
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receptor de GABA (Ymer v co0l.,1990; Pritchett y col., 1989; Knoflach
y col.,1991). Baséndonos en estos hechos realizamos una caracteriza-
cidn farmacoldgica de la interaccidn alostérica entre el sitio de
unién omega 1 v el receptor del GABA, con el fin de encontrar alguna

diferencia en dicha interaccién alostérica que pudiese dar cuenta del

aumento en la eficacia observada en hipocampo de rata vieja.

Baséndonos en la distribucidn de las distintas subunidades

ganma  a partir de los resultadeos de las  hibridacicnes "in  situ”,
zlegimos las regiocnes ,cortesza cersbral, cerebelo & hipocampo que
ademds presentan eficacias diferentes en el acople alostérico y

presentan proporciones diferentes de los distintos sitios de unidn de

24

Hh

2 un ligandc especifico para el sitio de

La disponibilidad ¢

e

‘3 .
o

. como [“YHlzolpidem, nos permitié caracterizar este sitio

de unién marcando directamente los receptores omegaq.

10.1 Caracterizacidn por iécnicas de unidn de radioligandos en

- S . 3 o A T VR o . . oY i1 o~
Lo primerc gue determinames fue 21 efecto del GABA sobre la

Ty - ~ ™M T e 3 3 d o N - T avpmdm o 3 + o
unidn de nM [~Hlzolpiden =n nembranas lavadas de corteza cerebral,

bed
hipocampo v cerebelo de rata control. La oconcentracidn de. [WHlzolpi-

a1 im YA mava loaa s oy N R g o i la antra 200 an M
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En la figura 19, se muestran las curvas de dosis respuesta en

las regiones ensayadas.
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Figura 19: Variacidn regional del efecto del GABA sobre la urnidn de {38 %gplden al sitio
de unidn de benzodiacepinas tipe I/oaega,. La estimulacién de la unidnde 3 oM [ H}za?nldem por
GABA se determind en membranas de cerieza cerebral { }, ueresei {Ye %iﬁecampo { ) de ratas de 3
78885, Los valores estan expresados come el gG’CEﬂ aje de estizulaciin de la unién de [“Hlzolpiden
sobre el contrel sin GABA. Los valores controles expresades en fmol fueren 20737, 23.2% 6§ y
18.7 * & para corteza ceretral, cerebelo e hipccampo respeciivazente.

nos properciond los walcres Jde Emax v UC5n. Como habiamos determinade

inuer_o rmente, de manera indirscta, el acople =ntre =21 gitio de unidn

- - I p Fagid &
3, ; fgre S, . - Tn Fiimava 1O
regiones. Domo se puede ver en la figura 19,

s R o N i _ - 3.
rrasenta agterogencidad ‘c‘eglonal dentro del cerebro de rata. Fiendac
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en corteza significativamente (one-way  ANOVA, ¥(2,11)=13.86,
p=0.0018, Tukey p«<0.03) de mayor eficacia (265 % 47%, n=4) Que en

cerebelo (165 * 48%, n=4) o hipocampo (118 * 17%, n = 4).

La potencia de este efecto, determinada por el valor de EC5O,
fue significativamente menor (one-way ANOVA, F(2,11) = 17.04, p =

0.0009, Tukey., p<0.01) en hipocampo que en corteza o cerebelo, tabla

20.
Tabla 20. Efecto del GABA sobre la unién de f3ﬂ}zei dez en variss regiones del cerebro
de rata control.
Enax Bz n
Regidn {% de estizuiacifn) 1 In
Corteza cerebrall 265 + 478 0.6 £0.1- 0.5+0.1° 4
Cerebelo 165 * 48 0.4£0.2 0.7 0.3 4
Hipocaspo 118 £ 17 1.8 0.6 1.2¢0.4 4
3

Los valores estdn expresados como porcentaje de la unidn de {“Hlzolpidem en ausencia de GABA v

son la media t §.D. de n experimentos hachos en parale

-3
.
1

p<0.0006. Diferencia significatviva com respecto a cerebelo 2 hipocampe.
b.- p<0.008. Diferencia significativa con respecto i corteza v cersbels.
2.- p<0.045. Diferencia significativa con respects a hipocamps.

1.- La corteza cerbral representa el corstex si
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10.2 Caracterizacidén por técnicas autorradiograficas

Esta heterogeneidad regicnal observada en =1 acople alostérico
entre el szitic de unién omega; v el sitio de unidén de GABA, fue
comprobada  por técnicas autorradiogrificas y como se muestra en  la
tabla 21, el efecto del GABA, sxpresado como nimero de veces que el
GABA estimula la unidn de {3H}zolpidem ., 5%4 generalizado dentro del
cerebro de la rata.

Con esta técnica pudimes evaluar un mayor ntmero de regiones v
rudinos ver aque existe una gradacidén del efecto‘fel GABA scbre 1la
midn de [SHEzolpidem dentro del cerebro de la rata, 3in aque exista
en principio ninguna relacidén funcional, figura 20 (foto). Azi encon-
tramos regiones ocon un alto acople alostérico, como la austancia
negra, =l geniculado lateral, =1 tubérculo olfatorio, el nlclec rojo
v la corterza frontoparietal, entre otras. Regicnes con un acople

intermedio, como cersbelo, hipocampo y el coliculs superior. Dentro

foed

del cerebelo el efecto del CGABA fue mayor en la capa melecular gue en

1

la capa granular. En el hipocampo también encontramos heterogeneidad,

b

siendo :

('!

1 efecto del GABA mayor en las regiones CAl v CAZ que en CA3

<

2l giro dentado. En el resto de las areas gque sxanminamos &1 sfecto

p 1 s -y LR R ), - ox o + 1 >
del GABA fue inferior a tres veces., tabla 21.
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ENHANCEMENT BY GABA OF *H-ZOLPIDEM BINDING TO RAT BRAIN SECTIONS

5 nM *H-zolpidem 5 nM *H-zolpidem + 100 uM GABA

ENHANCEMENT BY GABA OF *H-ZOLPIDEM BINDING TO RAT BRAIN SECTIONS

5 nM *H-zolpidem 5 nM ’H-zolpidem + 100 uM GABA
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Tabla 21. Cuantificacién autorradisgréfica del efec
& secciones de cers
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En resumen, es5tos resultados demuestran que el efecto del GABA
sobre la unién de E3H}zolpidem, presenta heterogeneidad regional
dentro del cerebro de la rata, determinadc tanto por técnicas de
unidén de radicligandos como por autorradiografia vy en dos razas
diferentes de ratas como son Wistar v Fischer 344. Este efecto
diferencial nos puede dar idea de diferencias en el acople alostérico
entre. los recepiores omegay ¥ el receptor de.GABA, que pueden ser
refliejo de difersncias en la composicién molecular del receptor
GAEAA/omegal dentro de las distintas regicnes cersbrales, y, que la

que la esperada a partir de los resultados faramacoldgicos.

11. CARACTERIZACION FARMACOIOGICA DEL RECEPTCR omega, EN VARIAS
REGIONES DEI, CEREBRO DE RATA.

Una de las posibles explicaciones de la heterogeneidad regional
observada en ¢l efcete del GABA sobre la unién de zolpidem, puede
ser la presencia de diferentes isoformas de la subunidad alfal, que

£33 . & ~ 1 ey o~y ey R - b ~ 3 + P Jup 7 M4 )
confieran farmacologia omesZas. 235 decir alta afinidad para CL218.872

Lo m Y A ©n -4 -
farmacclogia. Para oconsiderar esta

-

S22 dA, TN I DU it mmaemEard e~ AR , 1A el 4 A
rvosibilidad., realizamos una caracterizacidn farmacolégica amplia del
% £

JEE U DRI O SV
51010 de wlish omegas.

Como se muestra en la tabla 22. ni los valores de K& obtenidos

~ A RPN = =~y SR ey aT cn e em v e A o
SNLre 183 res regliones snzayvadas.



Este comportamiento farmacoldgico fue determinado también en
presencia de GABA con el fin de ver si el GABA modificaba algin
rardmetro gue no se modificaba en ausencia de este neurotransmisor.
Para elloc, realizamos sxperimentos de competicidn en presencia ¥y
ausencia de GABA con dos ligandos, CL218.872 v DMCM. Comc se muestra
en la tabla 22, no se observaron diferencias en ningunc de los dos
casos.

Un pardmetro que pusde indicar heterogeneidad =25 el factor de
pendiente o indice de Hill. Como se puede ver en la tabla 22, este
pardametroe solamente mosrirs diferencias zignificativas {one-way ANCOVA
(5,43 = 4.8, p = 0.002. Tukey, p<0.05) con DMCM tanto en corteza,
como en  hipocampo. Este resultadec puede estar indicando que easte
compuesto discrimine entre varios sitios de unidén dentro de los
receptores clasificados come omegas, v gue estan presentes en la
micme medida tantoc eén coprisza come en hipocampo, por 1o gque en prin-
cipic no explicarian la diferencia chservada en el acople alostérico

entre 1los recertores omegas de estas dos regiones.



Tabla 22. Caracieri

zacifn farmacologica del receptor omega GABAA/benzodiazepina

en 2ezbranas de corieza, cerebelo e hipccampo de ratas controles Wistar.
Ligap fez rehel iipocazpo
Finiqg aﬁ a.‘iy\ﬁdag n'H £ing nﬁ

3 \ . \ .

[“Blzolpidemn  11.2:3. 1.010.1 {6) 13.546.1 0.5880.1 {3)  9.136.5  0.9%0.1 (4)
(lonazepan 1.7:1.8 1.130.1 {4) 3.822.5 1.040.4 {2)  3.312.5  1.1#0.2 (3)
Diazepam 3,113 0.58:5.1 43) 2.2:0.8 1.280.4 42) 34125 0.89:0.1 (2)
Rlumazenil 1,550 0.820.1 13 1.320.8 0.940.3 {2} 0.7#0.4 0.910.3 (%)

A% n ,, X
i8] 3.651.3 8.650,27(6) 3.612.8 0.740.2 (3} 3.4%1.2  0.6%0.37(5)
+100u¥ GABA 5.412.1 0.8%0.1 {4) 1.0, 1.1 T.484.0  0,730.1 {4)
£t , X

0L 218-872 BRTEISLTT 0.8H1 (%) 1.0 4.0 58.8:222.1 Y0840 {3
+100uM GABA 1783110 0841 (D) 5.0 N5, 23.8412.2  0.9%0.2 {3)

La constante de afinidad {¥d o Ki) v el indice de Hi}l ing) para cada 1ligando fueron calculados

a partir del sjuste de las curvas de saluracién de 9n1z5iniden ¢ a partir de las curvas de
desplazamiento de I“Hlzolpidem {5 nM}. Los "esuitados son 1z mediz & 5.D. del mimero de experimente
dado entre paréntesis. las afinidades {&d o {i) eatdn ezp“esad 33 en o,

Los valsres de Xi o ny de cortezs e hipocampo fueron ccaparados pediante up andlisis multifactorial de
varianza seguido de la aplicacitn de un test de Tuley. A¥OVA entre los ligandos fue significativo para

IF{5,43)=4.90, ;:S 502} o Ri (9{5,43), »=0.2001). %o se hallaron difsrencias significativas enfrs

*orteaa ¢ hipocazmpo o entre corteza e hipocazpe ¥ los iigsndos tanfc para ‘a Si 0 Iy
Tukey: ¥ p<0.05 para zolpides v clsnazepam; *% p<0.01 para el resto de los ligandos.

Como ha aide v oocnl.,1880%. los  receptores
construides oon las -1, gamma-1 v heta-1l, es descir
farmacclogicamente omegas. carecen de 3itios de unidn para el antagoe-
nista flumazenil v el agonista inverse MM, Estes resultades nos
proporcionan un nétods farmaco ld vara Jdetectar la presencia de la
subwnidad samme~1, la oual =3ta 1a modulacisn alostérica




antre  lcs recepiores de benzcdiacepinas v 2l receptor de GARBA, como
se explica en el apartado de Introduccidn. También esta descrito que
la subunidad zamma-1 confisre una menor eficacia en el acople alos-
térico entre estos dos 3itios de unidn gue la subunidad gamma-Z,
(Puia vy ©01.,1891) por lo santc, una posible explicacién de los
resultados obtenido a partir de las curvas de dosis respuesta,
puede ser una mayor provorcidén, en hipocamps y cerebelo, de recep-

tores omega, que contengan la subunidad zamma-1 en su  estructura

('l:l
i)
ot
i
[
ba
)
{8

‘-"OJ-A.k'

Comoc se desprende de la tabla 22, an las tres regiones cere-

fYHlzolpidem vor flumanmzenil o IMCM mosiraron un mejor ajuste a un

presencia, como en ausenclia ds GABA en el caso del IMCOM.
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bamos casi la totalidad de los sitios de unidn de alta afinidad en

ambos  grupos 4

{

edad [90%) v no marcdbamos a los receptores del si

afinidad cuva Kd oscila entre 200-300 nM.
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Comoc se pusde ver 2n la tabla 22, tanto en ratas Wistar (0.19
0.04 frente a 0.32 * £.05 pmol/mg de proteinas, n = 4, para control y
visjo respectivamente) comoc en ratas Fischer 344 {(0.17 £ 0.03 Zfrente
a .27 £ 0.05 pmol/mg de proteinas, n = 4, para control y viejo

respecativamente) se obosrva un aumentc en el nimerc de sitiocs de

A g
WNIoH e

T e+ ; P S S sl A Thm aFlwmdAns 5 - ,
ento. Este muments de sitics de wnidn de alta afinidad, estéd en torne

al B80% en ambas razas coincide oon el aumento descriio con
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Tabla 23. Efects del enveleciziento sobre 2l sitis de unién cmega. en membranas de
hipocampo de ratas ¥Wistar y Fischer 344,
Rdad Higtar Fiacher 344
i .
i Zaax L6 Baaz
Ip¥Y FnM g’rzmgii.-.,gg or hY
3 meses L B B 0,19+ 0,04 40223 IRV ID S IRIX 4
TA a b fed I :* 4 i i
24 meses 3.2:2.5 8,32 £ 5.05 8.8x 1M 0,27 £ 4.%5 4

T wal P ARt ia3 advaé in Team Av In mniae 4 23 imannn Al TTRAND o
Los valores se obiuviersn del ajuste de lzs curvas de saturacifn uhilizando el programa LIGAND v

ann ta madia ¢+ &0 daop apimantaa
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Tabla 24. Determinacidn cuantitativa del estudio autorradiogréfico de la distribucidn

anatézica de loz sitioz de unidn de [VHizolpidea (oaegal, en el SNC

Regida Inibn eapecifica de [Sizolpiden

facl/zg de tejido

YIng TROL/YIR]
S
EEVH ‘AL
ingy q arapi F n10n
- Cingulado posterisr 73.7 8 74,2222 1.0
" tatal T_TTT 5 R g4
- Ca?a .LuﬂtODaP-»ua4 iciil 58,4413 75,8422 1.3
-
- Capa frontoparietal IV 1170822 130.0%30 1.1
M awmi ~Y g_uT 4
- {apa fronto parietal Y-VI 70,1813 81.4:21 1.2
1 1
- Entorrizal 30,0818 29,3117 1.3

AMIGDALA 40,7223 44.6%29 1.1
SUCLEC ROJ0 38.9:7 38.028 1.0

NUCLEQ GENITULADC 38.717 42.1:8 1.1

- Uapa superficial 33.2%3 32.3% 1.0
- {apa interna 80,243 47,715 0.3
HIDOCAMDPO

- krea CAl 33,11 11818 1.2
- Area CA2 11,84 21,544 1.8
- hrea CA3 1.8 19,144 1.7
- Gire deniads 38,033 58.0#17 1.h

Los valcres sop iz zedia © 5.0, o

[
.



Otro de los cambios gue hemcs descrito en la farmacologia del
recaptor uABAA/benuod epinas durante el envejecimiento, es el
aumento en la eficacia del acople alostérico entre el sitio de unién
de GABA v los sitios de unidn cmega para benzodiacepinas. Este aumen-—
to en la eficacia no puede ser explicade. como he descrito antes, por
una disminucién en la proporcidn de los sitics de wnidn de baja
afinidad para zolpidem. con baja aficacia en el acople alostérico con
el receptor de GABA, puesto que éstos también aumentan a lo largo del
proceso de- envejecimisntc.

Como he descrizc antsricrmente. el efecto del GABA sobre la
union de [VHlzolpidem presenta hetsrogeneidad regional dentro del
acople alostérico. Con-

er un estudio del

n hipocampo de rata
control vy wvieja. con ol fin de determinar 51 el acople entre los

sitios de widn omeza., Tue aparscen durante el envelecimiento, y el

ATEL n T, R S
modifica con el envejecimiento. ¥

ct

4, o cvm 3 Sy o AT U
i0 de wnidn de CABA fanm

&1}
jot

. sl imar 2l aimares s Ve Flmamin dml Aamen] P
sueden oxplicar el aumento on la oficacia del aceplie ALOSTEYICO.

.

laz cuprvas de dosis respuesta del

. . . e B N .
control v orata vieja. en dos razas diferentes, Wistar v Fiacher 344.
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Figura 23: Efectc del envejecimiento sobre la estimulacitn de la unién de [3H}znlpiden por
GABA al 31t;o de unién para benzodiacepinas fipe 1/czega. Ta estimulacisn de Iz unibnde 3 nM
GARA fue determinada sn razas Wistar () y Fischer-344 [ ), en zmembranas de
de 3 meses { 7 24 meses | ).
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Como se puede ver, el efecto fue devendiente de la dosis de
GABA en todas las condiciones v el ajuste de las curvas a la ecuacién
{1}, nocs provorccions los valores de Emax, ECsg v ny mostrados en la
tabla 25. Estos datos, musstran ' aumento en la eficacia del acople
alostérico =antre el sitic 4e unidn cmegas ¥ el gitio de unién de

GABA. en Thipccampo de rata durante 21 envejecimienio vy en las dos

e e 3 oy . 311 - -
TLARE Cemuestran gque quranie el enve]

cimiento, se produce = los sitios de unidn de alta afini-

dad para zolpidem y aue 23tos "recepiores omegay de nueva aparicidén”

puede eatar indicando, al imual que he descrito en controles, difer-
enciaz en la composicidn polipeptidica de los receptores omegay .
Isualmente, estos muevos sitios de unidn omegas que tienen wn alto
grade de acople alestérico con el sitio de unidn del GABA, podrian
ser log responsables del aumento anteriormente descrito en el accple
alostérico entre el sitic de unidn del GABA v los sitics de wnidn

para benzodiaceprinas en hipcecampo de rata vieja.
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13.1 Caracteri ién de los anticuerpos.

Con la utilizacidén de anticuerpocs mone ¥ policlonales en
combinacién con ligandos especificos como [3H}zolpidem, que a bajas
concentraciones se une a la subunidad alfa; , nos propusimos hacer
una caracterizacidén inmunoldgica de algunas de las subunidades que
forman parte de los receptores nativos de varias regiones cerebrales.
La inmncprecipitacidn, realizada en las condicicnes descritas en la

ue determinada ccme el porcentaje
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de unidén de [VHIflumacenil o [YHlzolpidem presente en el sedimento
con respects al control. incubado en las mismas condiciones pero con

suero preinmune.

En la figura 24, se muestran las curvas d inmunoprecipitacion
de los tres anticuerpos, mostradas antericrmente sn la seccidn de
Materiales y Métodos, (figura 4). Estas curvas nos sirvieron para
elegir leos volimenes de anticuerpo que nos permitian ‘trabajar en
condiciones de saturacion. Estos voltmenes fusron 7, 20 v 25 ul de

anticuerpo policlonal, vpoliclonal especifico contra la subunidad

Ty
LIS

.
4>}



104 -
o— 2 Policlonal ,
*#—@ honoclonal £2—-3G1
5 L& Peoliclonal garmmaZ2
G ———i
a iy
2 =i,
L i
3] !
o \
o ;
::n_ L
=
=
=
Q
0
=
0= z s %
0 il 20 0

Suera ful)

Figura 24: Curvas de saturacién de los distintos anticuerpos. La immunoprecipitacién de
se deternind lscutando el receptor sclubilizado, como se

TN niy

los sitios de unifa de [VHifluniirazepes, rpind iscu
detalla en la seccién de Materiales vy Métodos, con volimenes crecientes del anticuerpo policlonal
{ '}, moneclonal { } v policlonal especifico contrs Iz subunidad ganas.
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encontramos diferencias significativas entre las dos regiones ensaya-

1

das en la proporcién total de betaZ/betald, determinado por la inmuno-

R .
WM “Hiflumazenil v por la unién de 7

o

vrecipitacidn de la unidn de

"

o

M de [“Hlzolpidem, siendo ¢sta entre =1 35-45% de la unidn total.
Estos resultados coinciden zon los descritos anteriormente por Vitor-

ica vy col..1988.

Este anticusrrpo polic. 3e cobtuvo también contra el recep-
tor purificado, siguiende =1 aismo proftocolo que para i anticuerpo
monoclonal descritc anterisrmente. La caracterizacidn de este anti-
cuerpo por Western-blot, dic lugar al reconocimients de una  banda
mayoritaria de peso molecular 51 X& que se corresponde con la P51 del
receptor de benzodiacerinas {resultado no nostrado)}. Resultados

similares than sido desoritcs por Vitorica v ©01.,18928 utilizando el

i

mismo protocole para la chiencidn de anticuerpos policlonales.

s
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H, 10 muestran GLlISrsnClias 3 ;gai;f ICATIVAS Sn ia  lnmuncprec 1p;tac 30
total dal recentor de henzodisceninas. determinada por la unidn de I
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[ H TIIUMEZEnii, entre L1a3 05 reglionss cerebrales. 3iendo a3ta en
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torno al €5-70% de la wnidn ol

Este resultado apova &l hecho de gue este anticuerpo reconoce a
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diacepinas. va Inodiztribucidn de las diztintas subunl




dades alfa dentro de las dos regiones ensavadas es heterogenea, la

s o~

inmumoprecipitacién es similar.

En cuantc a la inmumoprecipitacisdn de la unidn de [SH]zolpidem,
los resultadcs mostrados =2n la fig 25 B, indican una diferencia

significativa, p< 0.0001, en la oroporcidn de la inmunoprecipitacidn

nﬂ

entre corteza e hipocampo {GB.015.8%, n = @ v 88.7x5.2, = 7, re-

spectivaments). Es interesante hacer notar el mayvor ©porcentaje de

]
3 A v 4 B 4 3 - A - ; . ki
inmmorrecipitacion de  la unidn de [YHlzolpidem con respecto a la

Estos resultados, indican gue el anticuerpo policlonal podria

discriminar entre varios tipos de receptores dentro de los receptores
cmegas+ sntre corteza e hipocampo, aungue no nos dice nada a cerca de

la compcsicidn peptidica de e3tos receptores.

especifico contra la suubunidad

P o 3 P - PO, B T imv -t Y - -~ TEyn B 3
Este anticuerpo policlonal 3e obtuvo contra una proteina de
fusidn,que incluia la secuencia primaria correspondiente al bucle
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citoplasmatico. entrs las dos tedricas regicnes transmebrana M3 v M4.
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dades gque forman parte del receptor GAPA, benzodiacepinas. La

comunlcacion  per-
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1 patrdn de inmmoprecipitacién que presentd este anticuerpo,
figura 25 C. fue cualitativamente similar al descrito anteriormente

rara el policlonal. Comc 3e muestira en esta figura. la inmunoprecipi-

2 . .
taciocn de la unidn de [YH1flumazenil 5 nM, fue ligeramente superior

Lo méds destacado ez la mencr inmunoprecipitacion de la unidn d

<
Fall Wi &y 3 A [ ¢ -+ — - e - ~ 4 -~
“Hlzolpidem en corteza (50.9 £ 5.8, n=4} con respactc a hipocampo

menor prororcién de receptores omega, que incluyen a la subunidad
gamma 2 en su composicidn peptidica a pesar de haker igual cantidad
total de subunidad gamma 2. Hs decir, existe una mencr proporcidn de
ascciacidn entre la subunidad zammma 2 v la subunidad alfa 1 en

corteza, con respecto
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Figura 25: Innunoprecxpxtacmn del receptor solubilizado GABA /benzcdxacepmas. Bl recep-
1gr sol ighilizade de corteza gerebral { | @ hipocampo | } , 58 mcuué 140.000 cpa de binding de
T

TVHiflumazenil, 0.5 pmol de [9%1fluzazenil) con 25, 7 v 20 ul de anticuerpo monoclonal 62-3G1 {A),
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14 CAMBIOS MOLECULARES PRODUCIDOS EN EL RECEPTOR CABAALBM
DIACEPINAS DURANTE EL ENVEJECIMIENTO.

Los resultados obtenideos =n la caracterizacidén inmunoldgica del
receptor GABAAfbenzodiaceninas en las dos regiones cerebrales de

ratas controles, apuntan a una hetercgeneidad molecular que podria

explicar parte de idad farmacoldgica descrita anterior—

nente.

Como hemos descrito antes, =1 comportamiento farmacclégice del

recsptor aABAq’GBﬁuO

3e modifica durante el proceso de
envejeciniente en el ki fayers 1s rata. Esta modificacidén, se

= 3

el acople alosiérico entre el

reflela en un aumento
receptor de benzodiacepinas omesga 1y 21 receptor de GABA, consider-

andoc.

GABA (Pritchett v ¢0l..1989: Ymer v col.,1990; Knoflach v col.,13891;

33N T
131, LS

I IR
reglizada en

tores onesga 1



GABA., nos propusimos realizar la misma caracterizacidén  inmunolédgica

.

en hipocampo de rata vieja.

En la figura 268 A v B =2 musstran los resultados de la carac-
terizacidn inmunoldgica obtenidos en hipocampo de rata control vy
vieia con los tres anticuerycs descritos en el apartado anterior.
Como se pusde ver, no se encentraron diferencias significativas

debidas sl envejecimiento. ni con &l anticuerps monoclonal 62-3GL,

ot

/hetal3, ol con el anticunerpo policlonal cbtenido
controles, inmunc-

Hizolpidem gque de

“H1 rluma“epi .

-

Con el anticuerpo policlonal especifico para la subunidad

1

gamman. oObtuvimos una menor proporcidn de inmunoprecipitacidn de la

-3 . . .
wnién de [Hlzeolpidem en de rata vieja en cuatro de aeis

-

casos. Como se puede ver en la figura 28 A v B, los resultados
correspondientes a viejos se muestran desglosados en dos grupos., de

idn de la

uni o0 rpara
ge de la

ancontramnos

T JOP S-S0 = M Verm Tt A 1
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CORTEZA PREFRONTAL

Como se muestra en la tabla 7. la corteza preirontal también

.

envejecimientc en la determinacién

g
ot

presentd modificaciones coon

farmacolégica preliminar. En concreto se obserd una disminucidén con

gl envejecinisnto en la unién de [“Hlmuscimol a 40 nM. Con el fin de

cacicnes debidas al envejecimiento, realizamos wna caracterizacidn
farmacolégica més amplia, la cual incluyd: 1) cuantificacidén de los
distintios sitics de unidén de benzodiacepinas con (C1218-872, ii)

determinacién del efecto del GAPA sobre la wnidn de ESH]flunitraze—

5 de saturacidn de la wnidn de [“Hlmuscimol. Estos

iy
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de experimentcs se realizaron en ratas controles y viejas.
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DE LOS DISTINTCS SITIOS DE UNION DE BENZODIACK-
PINAS CON C1218-872. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO.

En 1a tabla 26. se muestran los resultados de la cuantificacidn

R SRR <. sz .
11103 df URlon 48 nenzodlacepinas en corteza

v Fyranmt a1 A . cm vr triedne PRV - =1 sdamimd ant
rrefrontal de ratas controliss v iejas. Lome se ve, S1 envegjecimlienco

. 3 A3 F N I R .y = 3
rorciones de ambos sitics a diferencia de lo gue observamos en  hipe-



ESTUDIOS DE SATURACION DE LA UNION DE [*Hlmuscimol EN MEMBRANAS
DE CORTEZA PREFRONTAL. EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO.

e saturacidén con EsH}muscimol se ajustaron

jo]

Los experimentos
significativamente mejor. al igual que en hipocampo, a un modelo de
dos sitios de unién. Los resultados del ajuste se muestran en 1la

tabla 27. Estos experimentos ds saturacién con [PHlmuscimol presenta-

en todos 1los experimentos,
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gue fueron realizados en paralelo, =25 decir control v viejo a la vez,
gl valor de Bmax obtenide para viejos fue siempre menor que el obte-

sitios
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de unién, tabla 27. Esta disminucisn oscild entre an 20 - 30% con

i

obtenida en oorisza prefrontal con respecto a hipocampo podria estar

refleiands diferencias regionales en la forma de regulacién a la que

e encuentra someiida &sta proteina receptora.
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Les resultados del ajusts de las curvas de dosis-respuesta a la
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ecuacidn [1) se muestran en la fabla 27. Como se ve., 2s5ta interaccisn
Tha+arninag  +amhidn 24 madiFiag ragisn en las  ratas 1ad
ALD3TLRrica CAmIen 32 mociilioa region en Llas  ratas viegjas.
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este efecto alecstérico. Sin embarge los cambios en el parémetro’ECSO,
reflejan cambiocs an la afinidad que presenta el GABA, en este caso,
por su sitic de unidn, lo que nos puede‘hacer pensar que la disminu-
cidn en el ntmerc mdximc de sitios de uniénvsea debida a una dismi-
nucidn en la afinidad de los sitics de unidn de GABA y sus agonistas,
en lugar de una disminucién sn 21 nimero real de receptores GABAp de
corteza prefrontal de rata vielja.

Es interesante notar, que el valor de la Emax estd por encima
del 100% en ambos grupcs de =dad. lo gue incluiria a esta regidn en

el zrupo de alta eficacia en el acople alostérico, correspondiéndose

bl vl - + 3 P ERT RN
con 1os resuliados mostradeos anteriormente.
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DISCUSION

Los resultados presentadcs en la seccidn anterior, serdn discuti-
dos en un orden diferente al expuesto. Este cambic en el orden de la
discusién ha s5ido realizadeo =on el fin de obtener una idea global de
todos los resultados obtenidos en ratas controles. Este punto serda de

gran interés para determinar con claridad qué tipo de cambios ocurren

durante el proceso normal de envejecimiento y cual puede ser su natura-

O
=

Como apuntamos en la seccidn de Introduccidn la heterogeneidad

molecular de esta proteina receptora determinada a nivel de subunidades

i

clonadas. hibridacicnes in situ, péptidos fotomarcades efc. es nmuy
superior a la heterogeneidad farmacoldgica. Actualmente existen 15

subunidades clonadas que forman parte de esta proteina receptora. Dentro

an dar lugar a

b

de las subunidades alfa, existen seis isoformas que podr

o
Q

la formacidn de B receptores benzodiacepinicos., si consideramos que
esta presente una cubunidad alfa por proteina recepiora, o de 21 recep-

consideramcs la posibilidad de que existan dos subunidades alfa

B

(=

tores si
por preoteina receptora. Esie nltmern de posibles receptores se ve incre-

mentado con la inclusidn de de las subunidades beta v zamma que  también

(»

£ s ynbgm o mra At ina wmasart e
orman Qparte de ezta TrOTeIna racspiora.

Por esta razdn, hemos copenzado la Discusidn de asta tesis por la
heterogeneidad farmacclagica, con el fin de tener wna visién global de
los difsrentes isoctipos de receptores presentes en las diferentes re-

ot - 7 N B B 3 T ey
gicones cerebrales de ratas adulios.
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dad molecular, por lo tanto, estos tres sit

|.J

ios de unidn para benzodiace-
rinas podrian reflejar receptores GABAA con diferente composicidn molec~-
ular. El sitio de unidn con alta afinidad para C1218.872 y zolpidem ha

sido ascciado a una poblacién de receptores que incluyen a la subunidad

1 45]

alfa, {Levitan v ¢01..1888; Pritchett vy c¢01.,.1988; Pritchett v
Seeburg,1990) v con la presencia de un pépbtido fotomarcado  por
EBH]flunitrazepam, de masa molecular aparente de 51 Kd (Sieghart vy

o

c0l.,1984; Vitorica v col.,1920; figura ? de esta tesis). Los sitios de
B72 v zolpidem pueden corresponder con

unién de baja afinidad para ClZ18.1
receprtores que incluyen a las zubunidades capaces de unir agonistas de
las benzodiacepinas, alfas. alfa

- -~ LA N I U S Sy S 3.3, - Thn 4 . g O 4 Y
srancfeccidn con distintas subunidades {Pritchett ¥ Seeburg, 1880 vy en

~ S 1 —~
acteristicas

o)
o]
4]
g
23]

[

anticuerpos especificos o2ontra las subunidades alfa (McXernan y col.
10917, proponemos gue el nuevo 3itio de unidn descrito en membranas, con
baja afinidad para zolpidem. corresponde a receptorea GABA, aque incluyen
la subunidad alfag en el coamplejo molecular. Esta proposicion esta,
ademds, apovada por la correspondencia que 2xiste entre la expresidn d
la  subunidad alfaz en el cerebro de la rata, determinada por hibrida-
cliones in situ” {(Wisden v ©0l.,1992: Laurie v ¢01.,1992; Bovelin v
25 Poulter v ool..19282), v la abundancia del sitic de wion

como on cortes de  cerebro.  Por
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. Por otro lado, los receptores GABAA que posean
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En resumen. con la descripcidén de este nuevo sitio de unién de
baja afinidad para zolpidem, omegany., ¥V considerando que las subuni-
dades alfa, v alfag no unen con alta afinidad agonistas de las benzo-
diacepinas (Wisden y c0l.1991}, podemos decir que existen cuatro +tipos
farmacclégicos de receptores benzodiacepinicos: i) omegaq con alta
afinidad para zolpidem, ii) omegao,, con afinidad media prara zolpidem,
iii) omegasy,, cCon baja afinidad para zolpidem v iv) los constituidos por
las subunidades alf4 v a1555 . Es importante destacar que de =stos
cuatro grupos, dos son potencialmente heierogenecs, 1o gue  acerca un

.

2oco mé&s la discrepancia entrs la heterogeneidad farmacoldgica vy molacu-~
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relacidn mds clara entre la hetercgeneidad molecular v la hetercgeneidad

farmacoidgica.

ra caracteristica farmacoldgica del compleic receptor GAEAA es

de  unidn de benzcdiacepinas. La cuantificidn del efecto del GABA  sobre
la unién de [“Hiflunitrazepam nos da una idea del acoplamiento alostéri-
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posible concluir a que subunidad del complejo receptor GABAA es deblda
el acople alcstérico. Es posible que las diferentes subunidades alfa,
ademds de proporcionar diferente farmacolgia, interaccionen de forma
diferente con las otras subunidades {betas/gammas). para dar lugar a

proteinas

r3

eceptoras que presentan diferentes grados en el acople alos-

%]

[WH

térico.

oy

or otro lado, no podemos descartar la posibilidad de aque el
mencr accple alostérico de los receptores que presentan alfag, sea
debide a una deternminada composicidn molecular de estos receptores (ver

mas adelante en la discusion).

RECEPTOR BENZODIACEPINICO TIPO I/QMEGA4

Lo descrito antericrmente pone de manifiesto la existencia de
heterogeneidad farmacoldgica dentro de los receptores benzodiacepinicos.
que estaria determinada por la presencia de diferentes subunidades alfa.

Asinismo, la hetercgeneidad se manifiesta también en 1la interaccién

alostérica entre 21 3itio de unidn de GABA v los diferentes isotipos de
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ser considerada exclusivamente debida al recepto ABAA omegay .

Como era en principio esperable, las caracteristicas farmacolégi-

cas (Kd v Ki para diverscs ligandos, tabla 22) del isotipo omegay son

[41]

constantes en tres regiones cerebrales estudiadas, corteza, hipocampo V¥
cerebelo. Estos resultados estian de acuerdo con la ausencia de cambics
bioquimicos (glicosilacidn, mapas peptidicos) en la subunidad de HMr

51kDa entre corteza v cerebele hovinc (Park v de Blas, 1990). Sin embar-
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gc, la =ficacia en la interaccidn alostérica entre el sitio de unidn de
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[“Hlzolpidem v el de GABA, en estos raceptores GABA, omegas, &3 hete-
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rogenea. La eficacia en =1 acoplamisnto es unas dos veces superior en

membranas de corteza que en membranas de hipocampo o cerebelo. Esta
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aloatérico es facilmente distin-
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guible en cortes de cerebro. En este caso, y a diferencia con la distri-
bucidn del sitio OmEgany,, NO Se puede observar una clara correlacidn
entre la distribucion anatémica v las diferentes eficaclas. Esta diver-

sidad en el efecto del GABA sobre la unidn de [YH]zolpidenm afiade un

tor GABA, v nos permiten proponer la utilizacidn de sste pardmetro para
A

la deteccidn de isotipos farmacoldgicos, come un método complementario a
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recephores que contengan alfas.
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entre el sitio de wnién de benzodiacepinas y el sitio de union de GABA.
Por otra parte, la caracterizacién electrofisioldgica de receptores
expresadcs en oocitocs de Xenopus Laevis parece indicar que, diferentes
tipos de subunidades gamma proporcionan diferentes grados de Acoplamlen—
to alostérico (Pritchett vy ¢0l.,1988; Ymer v c¢0l.,1990; Kncflach y

c0l.,1881; Puia v c0l.,1991). Por lo tanto, la heterogeneidad en la

o omegay v el GABA
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podria ser debida a la presencia de distintas subuni

[&R

ades gamma asocila-

De las tres subunidades gampa identificadas hasta la fecha, la
subunidad gammaZ es, en priﬁer lugar, la mayoritariamente expresada en
el SNC v, én segundo lugar, la gue proporciona un maycr grado de  inter-
accidn alostérica (determinado por aumento de la conductancia a C17 en
recepiores urarofec tados en células embricnarias de rifibn humano) (Pula
y col. 1881) entre los sitios de unién de GABA v benzodiazepinas. Por lo
tanto, wuna posible explicacién para el diferente grado de acoplamiento
alosterico dentro del isctipoe omega, seria que la proporcidén de estos

receptores asociados

[e})

gamman» fuera mayor en corteza gque en hipocampo.
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en &l laboratorio del Dr. A. L. de Blas v su caracterizacién ha sido
descrita recientemente (Khan y col. 1982). Los resultadoz obtenidos
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3itios totales de unidn de benzodiazepinas son inmunoprecipitados por el
anticuerpo. Sin embargo. la proporcidn de subunidad gammas asociada a
farmacologia cmegay (subunidad alfaq) es igual o menor (15%) en corteza
que en hipocampo. Estos resultados coinciden con los niveles del mRNA
de la subunidad gammas, mas abundante en hipocampo que en corteza
(Wisden v col. 1992), perc no permiten explicar la diferencia en el

accplamiento alostérico entre estas dos regiones.

Es destacable gue, arroximadamente, un 30% de isotipo bmegal en
hipoccampo ¥ casi un 40% en corteza de rata no son  inmunoprecipitables
por este anticuerpo. Por lo tanto, esios receptores GABAA v con farmaco-

logia omegay, podrian estar asocliados a otra subunidad gamma.

La sustitucidén de la zubunidad gammas por gammay , da lugar a la
formacién de receptores con bajo grade en el acople alostérico entre el
sitio de wnidn de benzodiacepinas v el sitio de unién de GABA, determi-

nado por ‘Gtécnicas electrofisiclégicas en receptores transfectados en

celulas e col.,1981). Sin embargo, estos
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su afinidad para ciertcs ligandos del sitio de unidn de benzodiacepinas
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vy la ausencia de sitics de unidn para el antagonista flumacenil vy
agenista inverso IMOM (Yaer y col..1980). Estas caracteristicas farmaco-
légicas deberian ser ficilmente detectables mediante ensayos de dJdespla-
zamientc con estos ligandcs. 3Zin embargo, v como se muestra en la  tabla

tas caracteristicas diferenciales de gammas parecen no estar

En base a

gammas forme



parte, al menos en una proporcion alta, de los receptores GABAA de
farmacologia cmegaq en lag tres regiones ensayadas, corteza, hipocampo y
cerebelo. Estos resultados, junto con la escasa expresidn de la subuni-
dad gamma, en el cerebro de rata, determinada por hibridacidén "in situ”
{(Wisden vy ©0l.,1992; Laurie vy c0l.,1992) permiten descartar la posibili-
dad de que la subunidad gammaq sea la responsable de la menor estimula-

cidn de la unidn de r Hlzolpidem por GARA en hipocampo de rata.

Con respecto a las subunidades gammas. experimentos de transfec-
cidn de subunidades han puesto de manifiesto gue 1los receptores con-
struidos con las subunidades alfay, gammagj. beta,, carecen de sitios de
unidn de alta afinidad para zolpidem (Herb v col. 19923. Por lo tanto, vy
en las condiciones de nuestros ensayos de unién (baja concentracion de
[3H}zolpiuem), estos receptores GABA, con gammas en su composicién
molecular no estarian siendo marcados por este ligando. Estos resulta-
doa juntc con la escasa expresidén de =3ta suounldad dentro del cerebro,

determinada por hibridacidén "in situ" (Wilson-Shaw vy col. 1991; Wisden y
col. 1892), nos permiten considerar gque la subunidad dammag, 100 esta
implicada en la diferencia de eoficacia observada dentro de los recep-

tores tipo I/omegaq.

cidén entre la proporcicn de receptores GABA,. de farmacoiogia tipo

I/omegal, que incluyen a la subunidad gamma~ en su composicién molecular



[y

recipitablsas, asta un 40% en corteza, tampoco parece probable que
contengan otra subunidad gamma distinta de gamman . Por lo tanto, es
poaible que exista obtro tipo de subunidad, de distinta familia de las
gamma, perc que puedan sjercer una funcidn similar a ellas. En este
sentidsd, ..... y col {1992} han descrito la existencia de una, relativa-
mentaz, alta proporcidén de sitics de wunidn Jde benzodiazerinas asociados a
la subunidad delta. No conccemos el %ipo de farmacologia de estos recep-

tores asociados a delfta ni sus caracteristicas alostéricas.
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abundante. Parece que =stas subunidades detsrminan, mas bien, la afi

dad del recspior por el neuarotransmisor {Buresu y 0Olsen 1880). Sin
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embargo, la sustitucion de betas por betas, sn receptores expresados por

socitos con alfay v gamman, dan como resultado recep-
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tores de mencr activaoidn de la conductancia a C17 por diazepam (Sigel
v col. 1230}, Ademas, esta subunidad beta, 28 mds abundante en hipocampo
que en coriteza cerebral {(Wisden v 001..,1992) vy, por tanto, podria sstar
implicada en las diferencias de acoplamiento alsotérice entre los recep-
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mievos experimentos de inmunoprecipitacidn secuencial de la actividad

(°Hjzolpidem por el monoclonal 62-3G1.

Por ultimo, no podemos ignorar la posibilidad de que existan
receptores GABAy con mds de una subunidad alfa en su composicidn molecu-
lar. Estos receptores podrian inclulr a la subunidad gammas, . En este
sentido es importante destacar que ha 3ido detectada la existencia de
receptores GABA, que contlienen las subunidades al fal v alf fas dentro del
mismo complejo molecular (Luddens y col.,1991; Mackernan y co0l.,19913}.
Ademds, 1los receptores construides con alfal, alfag, Detaz Y gammac,
presentan una potenciacidn por diazepam de la corriente de Cl
por GARBA mayor gue la determinada por una sola subunidad alfa (Sigel vy

el
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col. 1980). Por tanto. no podemes descartar gque las di

acoplamiento alostérico, entre los

o]

itiocs de unidn de [“Hlzolpidem vy
GABA. en corteza e hipocampo sean debidas a la existencia de estas
combinaciones de subunidades alfa dentro de una misma molecula recepiora

GABA, .

En resumen, la caracterizacidn farmacoldgica del receptor GABAp
en cerebro de ratas adultas ha puesto de manifiesto que:
i) Existen al menos tres tipos de isorectores con distinta afini-

2 1

bunidad alfa presente en el complejc receptor GABAA.
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iii) Dentro de un mismo isotipo farmacclogico, omegay . tambien
existe heterogeneidad a nivel de la interaccion alsoterica con el sitio
de union de GARA. No es conocido a que subunidad(es) dentro del comple-
Jjo receptor GABAA puede ser debido esta diferencia en el acéplamiento

alosterico.
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- EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO

2.1.- Corteza prefrontal.

La caracterizacidén farmacolégica del receptor GABAA en la corteza
prefrontal de ratas viejas. ha puesto de manifiesto una disminucidn en

2

el nimero maximo de sitics de unidn de agonistas de GABA asi como una

53}

Cen de la interaccion alosterica GABA-benzodiazepi-

s

a

[

disminucion en
nas. Esta modificacidn rpensamos que puede ser reflejo de un estado

fisiclégico del recepteor, en ves de una disminucidn  real en la cantidad
de proteina receptora. Esta hipotesis esta basada. sobre todo, en la
ausencia &e modificaciones en el numero maximo de sitios de union de
benzodiazepinas y en la proporcion de los lsotipos omegaq ¥y omegag
presentes en esta region cerebral (ver tabla 268). No <fenemos ninguna

evidencia, ni farmacolcgica ni molecular, de la posible existencia de

receptores GABAq s3in sitios de union para el neurotransmisor, peroc con

En  conjunto, esics resultados son muy similares a  los descritos

@
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como efecto del estres sobre el receptor GABA,. Es conocido gque
i
estres natatoric, en ratas, produce un disminucion en el numero maximo
de sitics de union de Z”H}m”so*no {agonista del GARA) sin modificar los
parametros de union de benzodiazerinas, en membranas alsladas de corteza
cerebral (Weltznan v col. 18%90; Biggio v ool. 1990%, Por lo tanto., la
.. . . s . : -3un ,
disminucicn en =l mmers mazine de sitios de union para [MHlmuscimol, en

ratas viejas., rodria ser debidc a un mayor grado de estres. En este
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pituitaria-suprarrenal (Sapolsky 1990). Ademas., v segin describe ......¥
col (...), la corteza prefrontal es una de las areas cerebrales mas
sengibles a estadcs de estres., no observandose varilaciones, o siendo

3

astas mas debiles, =n otras regiones tales come hipocampo o cerebelo.

Por otra parte, la naturaleza de los cambios bloguimicos-molecu-

o
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lares que inducen esta perdida de sitios de wnion para [YHlmuscimol no
es conocida. Como ze pone de manifiesto en la seccion de Resultados, la

afinidad del GAPA por su sitic de unicn ss distinta segun se delermine
= :—q-‘ £}

Ademas, ¥ come musstran mestres resuliados, la  afinidad del [YHlmusci-

supericor gque la determinada =n la interaccion alosterica enire 21 sitic

de union de GABA v el de henzcdiazepinas. Este hecho podria indicar la

existencia de sitios de unicn para GABA {y sus agenistas) de muy baja
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de benzodiazepinas en hipocampo de ratas viejas fue realizada, en primer
lugar, por ensayos de desplazamiento de un agonista benzodiazepinico por
CL218,.872 o por zolpidem. Es destacable que, en ambos casos, nuestros
resultadcs indican la existencia de un aumentc {aproximadamente un 60%
de aumento) en la proporcicon de isotipo omega, en membranas de hipocam-
po de ratas viejas. Teniendo en cuenta que =21 numerc maxime de sitics de
union para benzcodiazerinas no varia durante el envejecimiento, este
aumento en la proporcicn de omegay es paralela s una disminucion en la
proporcion de isotipe omegan, en concrsto del isctipo omegaoy, permané-

ciendc constante la proporcion de omegae;,b.

Este aumento en omegay  coincide, ademas, con la determinacion
directa del numerc maximo de 3itios de union del isotipo omegas, med-
iante ensaycs de saturacion con [PHlzolpidem. Comc se ha discutido

anteriormente, en e3tos ensayvos utilizande ESH ‘zoipidem mas del 30% de

o6

la union especifica del mismo 23 debida a omegas (pagina 8).
Creo  importante resaltar gue este aums an el mamero maximo de

3 .
sitics de union de [“Hlzolpidem en hipocampo puede ser observado tanto

en ratas de raza Wistar como en ratas de rasza Fiacher 244. Como se

aumento én .4 """P“Z‘ZLCZZ i

SUMEents 20

w




durante el envejecimientc fue, tambien. comprcbado mediante autoradio-
grafias en cortes de cerebroc. Por lo tanto, el aumento en hipocampo de
este isotipo farmacologico del receptor GABAp durante el envejecimiento

es demostrable en dos razas distintas de rata v ror dos tecnicas distin-

ct

as de union de [3H]zol§idem. Es destacable gque el aumento, durante el
envejecimiento, de omegaq esta exclusivamente localizado en la formacion
hipocampal, no observandose cambions en ninguna otra area cerebral cuan-
tificada. Las posibles razones que inducen a este cambio seran discubti-

das mas adelants {(Pag........).

Teniendc en cuenta gue. como se discute anteriormente, las carac-
teristicas farmacologicas cmegas son debidas a la oresencia de la subu-

nidad alfas; en el complejo GABA., el aumento en el numero maximo de
lzolpidem en hipoccampo de ratas viejas podria
ser explicadc por un aumento en la expresion de dicha subunidad alfay.

s

En este sentidc, resultadcs preliminares, tanto por hibridaciones in

situ"” como por Northern v Dot blots, parecen indicar la existencia de un

auments en los niveles del mRNA de dicha subunidad alfal en hipocampo
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Blas A., resultados nc publicados). Por lo tanto, parece que el aumento,

durante el envejecimientc en hipocampo. en el isotipo omegas puede ser

t]

ot

debido a un aumente en los niveles de mensajerc para ssta subunidad de

receptor GABA..
4

Como va hemos comentado anteriormente, un cambio en la proporcion
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de los distintos iscoreceptores podria explicar el cambic en la eficacia
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del accplamiento alosterico encontrado on hipocanpo de ratas viejas. En
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e3tes terminos, &l del isorecspior omegas deberia estar acompla




flada por una disminucion en omegany - Sin embargo, los receptores de
farmacologia tipo I/omegal aumentan en hipocampo de rata vieja, en tanto
que los receptores tipo II/omegazm disminuyen, no modificandcse la
proporcicn de isotipo omegas,. Como se demuestran en ratas adultas,
omegas Y omegan, Ppresentan wn grade de acople alostérico con el sitio
de unién de GAPA alto y similar. Por lo tanto, la reduccicn en la
proporcion de omegasy daria lugar, en términos de estimulacidn, a una
compensacion con el aumento del sitio de unién de alta afinidad para
zolpidem, resultando que la eficacia del acople alostérico entre el
sitic de wnidn de GABA v los sitios de wunidn de bencodiacepinas no
variaria con el procesc normal de envejecimiento. En base a estos datos,
rodemos concluir que el aumentc en la proporcion del isorecepior omegay
no es la causa directa del aumento en la eficacia de la interaccion
alosterica GABA-benzodiazepinas detectada en el hipocampg de ratas

viejas.

Nuestres resultades de la caracterizacidn farmacolégica de 1los
3itics de unidn tipo I/cmegas en hipocampo de rata vieja, demuestran que

tio de unidn de

s

presentan una eficacia en 21 acople aleostérico con 1 3
GABA, mayor qgue la de los de hipocampo de rata Joven. Estos nuevoes

2 3 £ 3 3~ v P 3 ol K
3itios de wnidén son farmacoldgicamente mds parecidos a los de corterza
1 y N 1A W3 P T p 3 ] 3
cerebral control, que a log de hipocampo. Por ofre lado, la caracteriza-
cién  inmmclégica
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isminuve como consecuencia del proceso normal de envejecimiento. Aungue
nuestros resuliados no demuestran que la disminucidn on el contenido de
la subunidad zamman coincida temporalmente con el aumento en la  propor-
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largo del proceso de envejecimiento, en hipocampo de rata, tiene lugar
la aparicidn de un nuevo sitio de unién de farmacologia tipo I/omegal,
de alta eficacia en &l acople alostérico con el sitio de unién de GABRA y

que no incluye a la subunidad gamm~ en su composicidén molecular.

stos nuevos receptores, mnds similares farmacoldgica e inmunclég-

+

icamente a 1los de corteza cerebral que a los de hipccampo control,
serian los responzables del aumento en la eficacia del acople alostérico
observadc en hipocampo de rata vieja entre el sitio de unidén de GABA vy

los sitios de unién de benszodiacepinas. Nussiros resultados demuestran

[Te]
o
(5%}

ot

la disminucidn en el contenido de gammao dentro de los receptores
tipo I/om megas =n hirocampe de rata vieja ocurre en cuatro ratas de seis
ensayadas, lo que hace pensar que se trate de un proceso neurodegene-

rativo.

La similitud en el contenido de la subunidad gamma, en los recep-
tores tipo I/omegal de corteza cerebral adulta ¢ hipocampo de rata
vieja, pone de manifiesto la exzistencia de aprozimadamente un 50% de
receptores tipo I/omegal que no incluyen a la subunidad gammas en  ambos
centros. Aunque parece existir una relacidn inversa enire mayor propor-
cicn de recepiores tipe I Jmegaq que incluven a la subunidad gammao Vv
menor eficacla sn &l acople alsstérico con el sitico de unidén de  GABA,
asta no parece ser lineal zi comparamos corteza cerebral adulta con
1ipocampe de rata vieja. Por lo tantc no podemos asegurar que el aumento
en la eficacia del acople alcstériceo sea debido exclusivamente a la

disminucidn de receptores carentes de la subunidad gammaon.



~ POSIBLES CAUSAS Y REPERCUSIONES FISIOLOGICAS.

Los resultados mostrados en la seccién anterior, ponen de manifi-

esto que el envejecimiento da lugar a cambios fisioldgicos y moleculares

et

en la proteina receptora GAEAA, que ze reflejan en modificaciones de
ciertos parédmetrcs farmacoldgicos. Estas modificaciones, pensamos que
representan un cambio plistico compensatoric en respuesta al efecto del

envejeninisnto. El origen de estos cambics puede ser debido a un proceso

neurcdegenerativo, considerando que el hipocampo es uno de los centros
del cerebro donde el efecto del envejecimineto se hace més promanciado.
Este efecto del envelecimiento se manifiesta en forma de neufodegenera~
cién de las aferencias o fibras dentrs del hipocampo (Landfield vy

'Y

col.,1886; Altavista v ©0l.,1990). Asimismo, estd descritc una diferente
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ad al proceso normal de envejecimiento en distintas zonas del
hipocampo, encontrédndose pérdida de neuronas en el estratum radiatum del

area CAl v e

oo
"l)

-1 girc dentade {Landfield v co0l.,1886).

Este efecto neurodegenerativo puede estar originado por la accidn
de los egteroides. Existen gran cantidad de evidencias gue apuntan a que

los esternides sjercen un papel importante en sl procesc de envejecinmi-
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misién gabaérgica. mediada por el receptor GABAA (Purdy v col. 1991),
incluso para provocar cambios a mids largo plazo, gendmicos, en la compo-
sicidén molecular de esta protéina receptora, detectandose cambios en las

subunidades alfal v gammao {Kang v col. 1881).

Considerandc estos resultados, proponemos que el efecto neurode-
generativo que ocurre como consecuencia del envejecimiento normal, daria
lugar a la pérdida de aferencias o interneuronas gabaérgicas hipocam-
pales, lo gque originaria una medificacién de la expresidén génica que
daria lugar a la aparicidén de un nuevo sitio de unidén de mayor eficacia

en el hipocampo de rata.

En este sentido, varios autores han descrito gue la lesidn de la

AR

via estriado-nigral con &cido kainiéo {Waddinton v Cross.1978) o elec-
troliticamente (Shibuya y co0l.,1980), da lugar a un aumentc de la sensi-
bilidad del receptor GABAu/benzodiacepinas en sustancila negra, aumentan-
do tanto. el nlmerc de sitios de unidén de GABA, como la estimulacidén de
la unidén de benzocdiacepinas por GABA. En el mismo sentido. la lesidn de
esta mnisma via con acide iboténico, (Lo ¥y ¢0l.,1983) da lugar a un
aumentc  en la densidad de sitics de unidn para benzodiacepinas omegaq

en sustancia negra v wna disminuc en la densidad de sitios omegan .

Esta plasticidad del receptor GABAA/banzcdiaceginas, COmo respues-

ta a la degeneracién farmacoldgi

N

a de ciertas vias gabaérgicas, ocurre
de manera natural v ha side descrita también en los ratones utilizados
o genético rara o1 sstudio de  la ataxia MEhler v col., 1891},
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Los individuos homooigoticos (pod/pod), presentan degensracidn poatnatal

e



de las células de Purkinje, a diferencia de los individuos heterocigéti-
cos (-/pcd) que no la presentan. Las neuronas diana de la transmisidén
gabaérgica de las células de Purkinje, se encuentran en la zona interna
del nucleo cerebelar. La expresién del receptor de benzodiacepinas
- omegaq estudiada a nivel de hibridaciones in s3itu, inmnolégico y farma-
coldgico, ponen de manifiesto un aumento en la expresidén de receptores
omegaj en la zona interna del nicleo cerebelar de los individuos

{pcd/pcd) como respuesta a la ausencia de aferencias gabaérgicas.

En el hipocampo. resultados preliminares (Vitorica v ©0l..1992;
Vitorica J., Ruano D., Feldblum S., Scatton B. v Benavides J.,Society
for Neuroscience, vol. 18 p 1483,1992), parecen indicar una menor sefial
de la enzima descarboxilasa dido glutédmico, (GAD), en interneuronas

determinado por hibridacidnes in situ.

La expresidn de las diferentes subunidades que forman esta protei-
na receptora puede ser regulada por el neurotransmisor GABA. En este
sentido, estd descritoc {(Montpied vy c0l.,19890), aque la adicidn de GABA a
cultivos de neuronas de embridn de pollo, da lugar a una reduccidn
(40-80%) en los niveles de mRNA que codifican para la subunidad alfay
del receptor de benzodiacepinas. que como hemos descrito antes determi-
na la farmacologia omegas. Esta disminucidn en los niveles de mRNA ez wn

canismo mediade por el receptor JAqu/beA odiacepinas v va acompafiada
de una bajada de la wnidén de benzodiacepinas a las membranas de est
neuronas. Es decir, al aumnetar la concentracidn de GABA, la respuesta
25 contraria a la gue se observa en hipocampo de rata vieja donde lo que

Ay ey e D O P 1 - P} P Se ¥ A erd = . . = m .
vemos 23 una disminueldn de marcadores zabadrgicos v por lo tanto de



Este fenémeno de adaptacidn a las variaciones de las concentra-
ciones de GABA, puede estar mediado por el receptor GABAp/benzodiacepi-
nas, como demuestran los resuliados de Mowtpled v col. (1990), en neuro-
nas en cultivo. Sin embargc. no hay que olvidar que en el sistema nervi-
oso central, 1los sistemas de nsurotransmiscres iteraccionan unos con
otros (Decker y ©0l1.,1881). En este sentido Memo ¥ ©01.(1991), han
descrito la interacecidén entre los receptores NMDA y el receptor

5

GAEAA/benzoaiaoepinas, en e

et

sentido de que la expresidén de las difer-

entes subunidades gqu

('u

forman parte del receptor GAEAA/benuodlacehlnas.
estd modulada por los receptores de glutamato sensibles a NMDA, encon-
trindose una mayor sensibilidad a la modulacidén en las subunidades alfal

vy al;a5 {1lamada alfa4 r Krestchatisky v col.,1989).

En resumen, el origen de los cambios detectados en la composicidn
v en la farmacoclogia del receptor GABAA/benzodiacepinas en hipocampo de
rata vieja, puede ser un proceso neurodegenerativo que da lugar a W
desequilibrio entre los distintos sistemas de neurotransmisores, lo que

da lugar a una respuesta plastica por parte del sistema nervioso.

Eﬁ cuanto a las repercusicnes fisioldgicas que puede tener la
aparicion de este nueve sitio de unidn de mayor eficacia, considerando
gque la inhibicidn de los receptores GABAA facilita la produccidén de 1la
TP v la activécién de #stos, dificulta la generacidn de la misma, ({ver

apartado de Introduccidn: v gus el sitio de unidn de Tbenzodiacepinas

actia come modulador positive de la *transmisidn gabaérgica, podemnos
ene

- N < 3 e N - -~ - e E) ; '!
2isn de un ouevo tipo de ragephor ““DAX de mayor ividad bajo la



accién de moduladores positivos como son las benzodiacepinas.

Por (ltimo es importante hacer notar que el aumento de  sensibili-
dad a las benzodiacepinas detectado en individuos viejos (Greenblatt vy
c0l..1983), ha sido explicado en parte por cambios en las propisdades
farmacocinéticas de las benzodiacepinas como, disminucién de la tasa de
aclaramientc y aumento del tiempo medio de eliminacidén para ciertas
benzodiacepinas en individuos viejos con respecto a jévenes {Greenblatt
v ¢0l.,1982; Greenblatt y col.,1986; Greenblatt v co0l..1983; Barnhill vy
¢0l1.,1990; Montamat v 20l1.,1989), vy cambios en las propiedades farmaco-
dinadmicas que aGn no han sido establecidas. En este sentido nuestros
resultados ponen de manifiesto la presencia de un nuevo tipo de receptor
en hipocampc de ratas viejas, con un mayor grado de acople alostérico
con el sitio de unidén de GABA, gue podria explicar =n parte =1 aumento

de sensibilidad para benzodiacepinas descrito en individuos viejos.

o,

g






Akaike M., Inoue M. and Krithal O.A. (1986). “"Concentration-clamp

of zammas-aminobutyric-acid-induced chloride current kinetics in

study
frog sensory neurcnes. J. Physiol. 379: 171-185.

Altavista M.C., Rossi P., Bentivoglio A.R., Crociani P. and Alba-
diffuse impairment of fore-

o]

associated with

[0}

nese A. {18980). Aging i
brain cholinergic neuron. Brain Res. 508: 51-59.

(1886). High affinity

Allen A.W. and Langer S.Z.

Arbilla 5.J.,
imidazopirydine

0 P
“Hlzolpidem bhindi receptors.

European J. Pharmaccl. 130:

). Physiological compensation

Barnes C.A. and McMaughton B.L. (1980
es in rat hippocampal granule

for loss of afferent synapses

cells during

senescence. J. of Physiélogy. 309: 473-485.

Barnes C.A_, Nadel L. and Honig W.K. (1980). Sratial memory defi-
T. Psychol. 34: 29-38.

cits in senescent rats. Can. J.

Harmatz

Greenblatt D.J., Miller L.G., Gaver A.,
components of increased

Barnhill J.G.,

J.5. and Shader R.I. {1920). Xinetis and dinamic
benzodiazepine sensitiviity in aging animals. J. Pharmecol. Exp. Therap.
253: 1183-1181.

choli- .

Bartus R.T., Dean R.IL., Beer B. and Lippa A.5. £1982). The

- s + PRI PR 3 3 3 -
nergic Thypothesisc of geriatric memory dysfunction. Science. 217: 408-



Benavides J., Bruno P., Dubois A., Perrault G., Morel K., Zivkovic

B. and Scatton B. (1988). In vivo interaction of zolpidem with central

benzcdiazerine (BZD) binding sites {(as labeled by ESH}RO

mouse brain. Prefernetial affinity of zolpidem for the

subtype. 245: 1033-1041.

Benke D., Mertens S., Trzeciak A., Gillessen D.

15-1788) in the

omega-—1 (BZDi)

and Mohler H.

{1991). GABAA receptors display association of gammaz—subunit with

aipba -and “euan/Leta -subunits. J.Bicl.Chem. 266: 447

Bernstein D., Olton D.S., Ingram D.X., Waller 5.B..

and London E.D. (1985). Radial maze performance in

8
I

78-4482.

Reynolds M.A.
g and agéd mice:

301-307.

Betz H. (1990). Ligand-gated ion channels in the brain: The  amino

acid receptor superfamily. Neuron. 5: 383-382.

Bliss T.V.P. and Gardner-Medwin A.R. {1873). Long-1

-4 ~ a3 ey v e e Ty +3 + o = 1
101 OX 3Yynaplic Transmlss’on in Ths dentate area of the
2l g+ £ 1 3 3m Ianel ot ~AF LT sy F + o+ T
PAREDLT following stimulation of the TEYICrant path. .

DT oY A
S0 =G




Bliss‘ T.V.P. and Lynch M.A. 71988). Long-term potentation of
synaptic transmisaion in the hippocampus: properties and mechanisms. In
long-term potentatio: From Bicphysics to Behavicr. Neurology and Neuro-—
biology. P.¥W. Landfield and S5.A. Deadwyler,eds. {New York: Alan R. Liss,

Inc.). 3B: 3-T72.

Bormann J. (1988). Electrophysiology of GABA, and GABAB receptor

subtypes. Trends Neurosci. 11: 112-115.

Braestrup €., Nielsen M. Olsen C.E. {1980). irinary and brain

beta~carbolina-3-carboxvlates as potent inhibitors of brain henzodiaze-

sceptors. Proc. Natl. Acad. Sci.USA. 77: 228B-2202.

e}
',.J
o]
v}
2}

Brioni J.D. and McGaugh J.L. (1988). Post-training administration
of GABAergic antagonists enhances retention of aversively notivated

tasks. Psychorvharmacology. 96: 505-510.

Brioni J.D., Nagahara A.H. and McGaugh J.L. (1583). Involvement of

the amygdala GABAergic systen in the modulation of memory storage. Brain

Burchinsky 8.G. (13884). Neurotran

...l
411
E2
}—l
ot
ot
)
3
g
9]
[¢]
[17]
o]
ot
(%]
s
5]
b
ot
ot
o3
]
O
3
¢t
]
o
bt

g Sy emerweorde o « T R, D T oA - : E Ly Fou
aervous syotem and aging: Tharmacological aspect. (FEeview). Experimental

1 . O
Gerontolegy. 19: 227-2338.

40 73 Al m e -
and Olsen R.W. (1888, GABA/benzodiaszerine recsplior

T - g ]
M’J.IJ.MA.I‘L, [N

3t 3 e = P Q. 1AME_4NT Y
ioochem, Biophys. Bes. Commun. 183: 1006-1011.



Burt D.R. and Kamatchi G. (183%1). GABAA receptor subtypes: from

pharmacology to molecular biology. FASEB J. 5: 2916-2923.

Calderini G. and Toffano G. (1982). Phopholipid Methylation,

CQ

(23

Li}Diazepam angd

-
i

H]GABA binding in the cerebellum of aged rats. In The

Aging Brain: Cellular and Molecular Mechanism of Aging in the HNervous

5]

System, ed. by E. Giaccbini, G. Filogamo, G. Giacobini and A. Vernada-

kiz. 20: 87-92. Academic Press, New York.

Casalotti 5.0., Stephenson F.A. and Barnard E.A. {(1888). GSeparate

binding in the gamma-

Castellano C., Brioni J.D.. Nagahara A.H. and McGaugh J.L. (1889).
Post-training systemic and intra-amygdala  administration of  the
GABAgagonist baclofen impairs retenticn. Behav. Neural. Blol. b2: 170-

179.

Collerton D. {1988). Cheolinergic function and intellectusl de-

13 3w T e 3 i P cam LR 3 - - g Lo T~ |
cline in Alzheimer’s disease. Neuroscience. 19: 8232-351.

Corda M.G., Giorgi 0., Longoni B.. Ongini E.,Pesce G.., Cruciani R.
and Biggio G. (1888). Functional coupling of GABA, recepliors and benzo-
diazepine recognition site subtvrpes in the spinal cord of the rat. Eur.

J.Pharmacol. 19: 205-213.



de Blas A_L. and Cherwinski H.M. (1983). Detection of antigens on

nitrocellulose paper immmoblts with monoclonal antibodies. Anal. Bio-

chem. 133: 214-218.

Decker M.W_. (1987). The effects of aging on hippocampal and corti-
cal projections of the forebrain cholinergic system. Brain Res. Rev. 12:

423-438.

Decker M.W. and McGaugh J.L. (1981). The role of interactions

4

between the cholinergic system and other neuromodulatory systems in

4

learning and pemory. Synapse. 7. 151-168.

+

Deng L., Ransom R.W. and Olsen R.W. {1986). [“Hlmuscimol photola-
ktels <the  GABA receptor site on a peptide subunit distinc from that

labeled with benzodiazepine. Bicchem. Bicphys. Res. Commun. 138: 1308-

Dennis T., Dubois A., Benavides J and Scatton B. (1988). Distribu-

PO T S 1

tion of central omega-l {(bhenzodiazepines) and omega-z (benzodiazepinen)

ey ey e TR, D R 4 +1a " e PRy Iyt 3 3 £ sy v 3 = 3~
recepilor 3UusTyRe A The NonAsy Aana oquman bLrain., An aut.oz*aulographu

- ~

xAey e cridin TP EN - - - Flm - 4 mm e 1 rJn s
study with [VHlflunitrazepam and the cmega-l selective ligand T-Hjzolpi-
- T h) 29PN v ) EngY, - - ¥

dem. J. Pharmacol. Exp. Ther. 247: 309-322.

Dixon W.J. (18873. BMDP Statistical Zofiwars, Printing with Addi-



Dumnett S. (19381). Cholinergic grafts, memory and aging. TINS. 14:

371-376.

Dunnett S.B., Whishaw 1.Q., Jones G.H. and Bunch S.T. (1987).
Behavioural, biochemical and histochemical effects of different neuro-
toxic amino acids injected into nucleus basalis magnocellularis of rats.

Neurcscience. 20: 853-6E3.

Dutar P. and Nicoll R.A. (1988). A physiological role Zfor GABAp

receptors in the central nervous ayvstem. Nature. 332: 156-158.

Eichinger A. and Sieghart W. (1986). Postnatal developrment of
rroteihs associated with different benzodiazepine receptors. Jd. Neuro-

chem. 46: 173-180.

Erdo S.L. and Wolff J.R. (1989). Age related loss of t-[°9S]Butyl-
bicycloposphore thionate binding to the gamma-aminobutyric acid, recep-
tor complex chloride ionopheore in rat cerebral cortex. J. Neurcchem. 5H3:

648-651.

Fibiger H.C. (1591). Cholinergic mechanisms in  learning, memory

PR - AYFY RN~y -+ . TAI™ . I
and dementia: a review of recent evidence: TINE. 14: 220-223.

Garrett K.M. and Tabakoff B. (1985). The development of type I and

1 T Tty A S Bt T e e m vy Ay I o v s PR o qn
tvpe 11 henzodiazepine receptors in the mouse cortex and cersbellum.



Gee K.W., Bolger M.B. Brinton R.E., Coirini H. and McEwen

B.S5.(1988). J.Pharmacol.Exp.Ther. 246: 803-81Z.

Giacobini E. (1988). The cholinergic system in aging. In: The

cholinergic synapse. Handbook of experimental pharmacology. B6:465-695.

Greenblatt D.J., Abermethy D.R. and Shader R.I. (1986). Pharmaco-

tinetic aspects of drug therapy in the elderly. Ther. Drug Monit. 8:

Greenblatt D.J., Sellers E.M. and Shader R.I. {1882). Drug dispo-

sition in old age N.Engl.J.Med. 306: 1081-1088.

Greene E. and Naranjo J.N. (1987). Degeneration of hippocampal

fibvers and spatial memory deficit in the aged rat. Neurobiol. of Asging.

Hahner L., Mcauilkin 8. and Harris A. (1931%. {Cersbellar GABAB

+3
t
.
1

o £y A A . b - P - e 2 - t
mocdulate function of G~RAA receptors. FASEB J. B 2486-2472.
&

t

Herb A.., Wisden W., Liddens H.. Puia G., Viciri §. and Seeburg

SO Al PO 2T L vn] e v 3+ U~ U/ p - +
P.H. (1282 he third zamma gubunit of the samma-an

s , .
nobutyric acid type



Hill D.R. and Bowery N.G. (1981). [SHlbaclofen and [°HIGARA bind

to bicuculline-insensitive GABAB sites in rat brain. Nature. 290: 149-

182.

Ito Y., Ho I_K. and Hoskins B. {1988). GABAA and benzodiazepine

receptor characteristics in voung and aged mice. Brain Res. Bull. 21:
251-255.

Izquierdo I. and Medina J.H. {1881}

1}. GABAp receptor modulaticn of

memory: the role of endogencus benzodiazepines. Trends in Sciences. 12:
2680-28. '

Jones D. H. and Matus A. I. {(1974). Isolation ¢f svnartic plasma

Com
GO

membranes from brain by bined flotation-sedimentation density gradi-
ent centrifugatic

n. Biochem.Bicphys. Acta. 356: 276-287.

Kang 1., Thompson M.L., Heller J. and Miller L.G. {1891). Persist-

in uABAA receptor subunit mRNAs following social stress.

Kendal D.A., Strong R. and Znna S.J. [1982). Mccifications in rat
brain GABA receptor binding as a fw In The Aging Brain:
scular Mechanism of Aging in the N:

’ Nervous System, ed. by
E. Gic ; !

and A, Vernadakis. 20: 211-2

1
Sk



Kenedy M.B. (1988). Regulation of synaptic tansmission in the

central nervous system: long-term potentation. Cell. 59: 777-787.

Kerr D.5., Campbell L.W., Applegate M.D., Brodish A. and Landfield

PHW. (1991}. Chronic

[0}

tress-induced acceleration of electrophysiclogic

and morrhometric bicmarkers of hippocampal aging. 11: 1316-1324.

Kirkness E.F. and Turner A.J. (1986) The gammaaminobutyrate/benzo-

diazepine recevtor from pig brain. Bicchem J. 233: 265-270.

Kivota Y., Miyvamoto M. and Nagaocka A. 71931). Relationship between
brain damge and memory impairment in rats exposed to transient forebrain

-
.

ischemia. Brain Res. B3B: 295-202.

Klann E., Chen S5-J. and Sweatt J.D. (1981). Persistent oprotein
inase activabics in the maintenanc pnage OI LCng—-U« i i . J.
kinase tivaticn the maintenance th >f Long-term Potentation. J

A - o . o
Bicchem. Chem. 266: 24253-24256.

Klepner (C.A., Lippa A.5., Benson P.I. Sanc M.C. and Beer B.

3

(1979). Resolution of two bicchemically and pharmacologically distinct

-

= I 3 X 4 F. - 3 v % - A P
benzodiazsrine recertors. Pharmacol. Biochem. Behav. 11: 457-482.

Enoflach F., Rhyner Th., Villa M., Kellenberger 5., Drescher U.,

Malherbe P., Gigel E. and M8hler. {1991). The

i

v

gamma-3 subunit of the
GABAA~rece-tGr confars sensitivity to benzodiazepine receptor ligands.

293: 191-194.



Krestchatisky M., A.J.Maclennan, M.-Y. Chiang, W.Xu, M.B.Jackson,
N.Brecha, C.Stermini, R.W.0lsen and A.J.Tobin. (1988). A novel alpha

subunit in rat bHrain GABAA receptors. Neuron. 3: 745-753.

Laemmli U.K. {1870). Cleavage of structural proteins during assenm-

bly of the head of bacteriophage T4. Nature. 227: 580-685.

Landfield P. W., Pitler T.A. and Applegate M.D. (1386). The Aged
Hirpoccampus. A model system for studies on mechanisms of behavioral
riasticity and brain aging. The Hippocampus. plenum Publishing Corpora-

tion. 3: 3I3-367.

Langer S.Z. and Arbilla §. (1988). Limitations of the bhenzodiaze-
pine receptor nomenclature: a proposal for a pharmacological classifica-

tion as cmega receptor subtypes. J. Fund. Clin. Pharmacol. 2: 159.

Langer S.Z. and Arbilla S. (1889). Imidazopyridines as a tool for

a v

the characterization of henzcdiazepine receptors: a proposal for a
pharmacological classification as omega subtypes. Pharmacol. Biochen.

Behav. 29: 782,

levitan E.S., Schofield P.R., Burt D.R., Rhee L.M., Wisden W.,
Kohler M., Fujita N.. Rodriguez H.F., Stephenson A., Darlison M.G.,
Barnard K.A. and Seeburg P.H. 71988}, 3tructural and Ffunctional Dbasis

- 3 oy imy H . - IR £
hetercgeneity. Nature. 335: 78-73.

k=1 o



Lippa A.5., Beer B., Sano M.C., Vogel R.A. and Meyerson L.R.
(1881). Differential ontogeny of Tipe I and Tipe 1II benzodiazépine

receptors. Life Sci. 2B: 2343-2247.

Lippa A.S., Critchet D.J., Ehlert F., Yamamuwa H.I., Enna S5.J. and
Bartus R.T. (1981). Aged-related alterations in neurotransmitier

receptors: An electrophysiclcgical and biochemical analysis. Neurcobiol.

Lo M.M.S., Nichoff D.L., Kuhar M.J. and Snyder S.H. (1983). Dif-

+

ferential localization of Type I and Type II benzodiazepine binding

A
o

sites in substantia nigra. Nature. 306: 57-60.

Lowry O.H., Rosebrough N.J., Farr A.L. and Randall R.J. (1851}.

Protein measurement with the Iclin phenol reagent. 193: 265-275.

Litddens H., Killsch I. and Seeburg P.H. (1891). More than one
alpha variant may exist in a GABA, /benzodiazepine receptor complex.

Journal of Receptcr Research. 11: 535-5E51.

MacKernan R.M., Quirk XK., Prince R., Cox P.A., Gillard N.P., Ragan
C.I. and Whiting P. (10013. GAZA, receptor subtypes immunopurified from

rat brain with alpha st

antibodies have wnigque tharmaco-

logical properties. Neuron. 7: 387-6878.



Madtes P.(jr.), Fuller G. and Gregg K. (1988). Sensitivity of

GABA-displaceable [ F}mhab imol binding depends upon the composition of

the buffering medium. Neurochem. Int. 15: 1739-183.

Maggi A., Schmidt M.J., Ghetti B. and Enna S.J. (1873). Effect of

aging on neurotransmitier recepior binding in rat and human brain. Life

Sci. 24: 367-374.

F"

Malherbe P., Sigel E_, Baur R., Persohn E., Richards J.G. and

5 | 4 Wy LR B A P T P N £
Mohler H. {1090). Functional chara tics and sites of gene sxpresion

9]

9] ot
4 m
ry

'. 7

o

of the alphl, betal ammaﬁ—Aao form the rat ! ABAA receptor. J.Neurosc.

10: 2330-2238
Mamalaky C., Stephenson F.A., and Barnard E.A. {1287). The
“AHAﬁ/“anoql azepine receptor is a heterctetramer of homologous alfa and

beta subunits. EMBO J. b6: S61-E85

Marangos P.J., Patel J.P., Boulenger J.P. and Clark-Roserberg R.

AN ON 3 - -~ g
{1882). Characterizsation of 31tes
v s dn j3mdner rguwn.\ E_4AR8A

1N rain uasing o nlat o-aobhi

Martini €., Rigacci T. and lucacchini A. {1383). [“HMuscimol

A e e

3 - £1 ~ ~ R e T ¥ -
Hinding ‘te on marified benzodiazepine receptor. J.  Neurochem. 41:

»y

A - Alar S = -+
ceptor: New insight

o Fnge
[ R S

R ar

channsi




McGaugh J.L. (1889). Dissociating learnig and performance: Drug
and hormone enhancement of memory storage. Brain. Res. Bull. 23: 33%-

345.

Memo M., Bovolin P., Costa E. and Grayson R. (1991). Regulation of
gamma-aminobutyric acidA receptor subunit expression by activation of
N-Methyl-D-aspartate-selective glutamate receptors. J. Pharmacol. Exp.

Therap. 39: 599-6023.

Mernoff S. T., Cherwinski H. M., Becker J. W. and de Blas A.L.
(1982). ©Solubilization of brain benzodiazepine receptor with a zwitte-
rionic detergent: optimal preservation of their functicnal interactions

with GARA receptor. J. Neurochem. 41: 752-75H8.

Michel M.E. and Klein A.W. (1978). Performance differences in a

complex maze between young and aged rats. Age. 1: 13-16.

Mchler H., Battersby M.K. and Richards J.G. (13980). Benzodiazepine
receptor protein identified and visualized in brain tissue by a photoaf-

finity label. Proc. Natl. Acad. Soi. USA. T7: 1E668-1870.

M6hler H., Malherbe J., Richards G., Persohn E., Benke D., Barth
M., Rhyner T. and Sigel E. {1531). Gamms-aminobutyric acid{GABA)j-
receptor gene expression and regulation. Neurotransmitter regulation of

<+, - B - 4 14 4 A S o - m o1 T~ 4~
transcription.  7: 111-124. ed by E. Costa and T.H. Joh editors.

Uiy
o
ot
<

133 4 ama TR SN S S
Fidia research foundation.




Montamat §5.C., Cusack B.J. and Vestal R.E. (1983). Management of

drug therapy in the elderly. N.Engl.J.Med. 321: 303-309.

Montpied P., Ginns E.I., Martin M.B., Roca D., Farb D.H. and Paul
S.M. {1981). Gamma—-aminobutyric acid {GAPA) induces a receptor-mediated
reduction in GABAA receptor alpha subunit messenger RNAs in  embryonic

chick neurons in culture. J. Biclogical Chem. 266: 8011-6014.

Morrow A.L., Pace J.R., Purdy R.H. and Paul S.M. (1S80). Mol.

Pharmacol. 37: 283-270.

Mott D.D. and lewis D. {1991). Facilitation of the inducticn of

Long-term Potentation by GABAB receptors. Science. 2b2: 1718-1720.

Miller W.E., Stoll L., Schubert T. and Gelbman C.M. {1991). Cen-

tral cholinergic functioning and aging. Acta Psychiatr. Scand. 366: 34-

39.
Munson P.J. and Rodbard D. (1980). LIGAND: a wversatile computer-
ized approach for characterization of ligand-binding systems Anal.

8

Blochem. 107: 220-239.



Niddam R., Dubois A., Scatton B., Arbilla 5. and Langer

S.Z4.(1887). Autcradisraphic localization of [3H}zolpidem binding sites

3
ibution of [“Hlflunitrazepam

"3

3 + + MIS. M o 3 1
in the rat CHS: Comparison with the dist

binding sites. J. Neurochem. 49: 290-839.

Olsen R.W. ({1882). Druz interactions at +the GABA receptor-

ionophore complex. Ann.Rev.Pharmacol. 22: 245-277.

Olsen R.¥W. and Venter J.C. eads. (19886). Benzodiazepine/GABA

receptors  and Chloride chann Structural and funciional properties.

i
it
t

Receprtor Biochemistry and Methodelogy. 5. Alan R.Liss, New York.

Olsen R.W., Bergman M.0.., Van Ness P. C., Limmis S.C., Watkins
A.E., Napias C. and Greenlee D.V. (1881). Gamma-amincbutyric acid recep-

Il 5 T4 vrn s ot ane o . -4 3 3 1
tor binding in mammalian brain. Heterogensity of binding sites. Mol.

1 . AT a5
Pharmacol. 19: 217-227.

Olsen R.W., Bureau M.H. Endo 5. and Smith G. (1881). The GABAA

recsptor family in the mammalian brain. Neurochem. Res. 16: 317-325.

Olzen R.W. and Snowman A.M. {1582). Chloride-derendent enhancemsnt

1 Tm g 2 vy de o ey oy T X -
by bharbiturates of gamma-ami J. HNeuro
=3 . tuin_s309

chem, 2: 1812-1833.

Olsen R.W. and Tobhin

M T 1] g m T s ~F
Lo LetAiar Qioacdgy | £ JABA;,\l
¢

CER . 4: i

"
¥ ATy < ‘4..5& !
PEUCPLOrNG. JALLES . %L &




Paxinos G. and Watson C. (1988). The Rat Brain in Stereotaxic

Coordinataes. 2nd ed. Academic Pressz, New York.
Pritchett D.B. and Seeburg P.H. {1990). Gamma-aminobutyric acidA
receptor alpha-5 subunit creates novel type I1 bencodiazepine recepbor

vharmacclogy. J. Neurcchem. H4: 1802-1804.-

Pritchett D.B., Iuddens H. and Secburg P.H. (1983). Type I and

[ O]

i 3 1 =-Tal=302¥ P PR 3 4 + ] ; 51
~-henzodizzepine recepiors yroduced in  fransfected cells.

Type 11 GAPA,

s

Pritchett D.B., Sontheimer H., Shivers B.D., Ymer 5., Kettenmann

H., Schofield P.R. and Seeburg P.H. (1989). Importance of a novel GAEAA

e -~ PR o - 33 vy ~ 3 - Al e - jw] j=2=
receptor subunit for bensodiazepine pharmacclogy. Nature. 338: DB2-58E.

Puia G., Vicini S., Seeburg P.H. and Costa E. (1991). Influence of

R Lyt JR S AV Iy s - 2 v P RO 4
recombinat gamma-aninchbubtyric acid, receptor subunit compositicn on  the

o=

A

amma-amincbutyric acid gated Cl

o
©
<t
’.14
C
]
o
+h
]
[
}« b
o
&)
ot
D
[+
}-J‘-
(@]
2
[w]
ks
[
t
o
ot
%]
3
o]
[
H
b

i

Purdy R.H., Morrow A.L., Moore Jr.P.H. and Paul S.M. (1991).

T Tetmn Foavra e 3 -~ JE JEROE SO TS PR, T i A

Stress-induced =levations of zamma-amincbutyric acid type A receplior
iR R atamad S 3 +1 1 b Thyne s by 1 A 2 [ 1 e

active gstercids in  the rat brain. FProc. Natl. Acad. Sci. UBA. 88:



Roth G.S5., Henry J.M. and Joseph J.A. (1988). the striatal dopami-
nergic system as a model of altered neurotransmitter action during
aging: effects of dietary and neurcendocrine manipulations. Prog. Brain

Res. 70: 473-484.

Robbins T.W., Everitt B.J., Marston H.M. Wilkinson J., Jones G.H.
and Page K.J. {1989). Comparative effects of ibctenic acid and quisqual-
ic acid induced lesions of the substantia innominata on attentional
function in the rat: Further implications for the role of the colinergic
neurons of the nucleus

basalis on cognitive processes. Behav. Brain Res.

35: 221-240.

Sass K.J., Spencer D.D., Kim J.H., Westerveld M., Novelly R.A. and
Lencz T. (1930). Verbal memory impairment correlates with hippocampal

ryramidal cell density. Neurology. 40: 16354-1687.

Santi M.R., Cox D.H. and Guidotti A. (1988). Heterogeneity of
gamma—-aminobutyric acid/benzodiazepine/beta-carbcline receptor complex

in rat spinal cord. J. Neurcchem. 50: 1080-108€.

)

, . . v A . o
Sapolsky R.M. (1990). The Adrenccortical Axis. In Hancdbeok of the

24 R . e . $ yard 35 3 T AL
Riology of Aging. Third edition. 220-348.

~ { T o e . T TT
Sato T.N. and WNeale J.H. 71987). The tvps I and type I1I gZamma-
amincbubtyric acid/benzodiazepine receptor: 1. Purification and two-

; :
ETa S k=Sl =2 alal
corieX SR




Sato T.N. and Neale J.H. (1989). Type I and Type II gamma-aminobu~
tyric acid/benzodiazepine receptors: Purification and analysis of novel

receptor complex from neonatal cortex. J. Neurochem. 52: 1114-1122.

Schoch P. and MShler H. (1983). Purified benzodiazepine receptor

retains modulation by GABA. Eur. J. Pharmacol. 95: 323-324.

Schoemaker H., Bliss M. and Yamamura H.I. (1882). Specific high-
affinity saturable binding of r H; Ro 5-4864 +c benzodiazepine binding

sites in the rat cerebral cortex. Eurcpean J. Pharmaccl. Ti: 173.

Schofiled P.R., Darliison M.G., Fujita N., Rodriguez H., Burt D.R.,
Stephenson F.A., Rhee L.M., Ramachandran J., Glencorse T.A., Reale V.,
Seeburg P.H. and Barnmard E.A. (1987). Sequence and functional expression
of the GABAA receptor shwows a ligand-gated receptor superfamily. Na-

ture. 328: 221-227.

Shenker A., Maayani S., Weinstein H. and Green J.P. (1987}. Phar-
macological characterizaticn of two E-Hydroxytryptamine receptors cou-

. PP P, Ry, e~ T oo k4 ot P4 TN S v P “ ™M,
pled to adenylate cyclase in guinea pig hippocampal membranes. Mol.

3

Pharmacol. 31: 387-367.

Shibuya H., Gale K. and Pert C.B. (1980). GABA s effect on benzo-

diazepine receptors develops after striateonigral lesicns. Bur.Jd.Pharma-



Sieghart W. (1989). Multiplicity of GABAA—benzodiacepine recep-

tors. TiPS5. 10: 407-411.
Sieghart W. and Drexler G. (1983). Irreversible binding of
ESH}flunitrazepam to different proteins in various brain regions. 41:

47-55.

Sieghart W. (1583}.

[£p]

everal new benzodiazepines selectively inter-

act with a benzodiazepine receptor subtype. Neurosc.lett. 3B: 73.

Sieghart W. and Mayer A. (1982). Postnatal develomment of proteins

il

b
irreversibly labeled by [“YHiflunitrazepam. Neurosc. Lett. 31: 71-74.

Sieghart W., Eichinger A., Richards J.G. and MOhler H. (1387).
Photoaffinity labeling of benzodiazepine receptor proteins with the
rartia inverse agonisi ’3” JjRo- 15-4513: a biochemical and autoradio-

graphic study. J. Neurochem. 48: 45-52.
Sigel E., Stephenson F.A., Mamalaki C., and Barnard E.A. {1083). A
Famma—aminobubtyric acid/benzodiazepine receptor complex of bovine cere-

bral ceortex. J. Bicl. Them. 2BB: GO85-837L.

Sigel E. and Barnard E.A. (1884). A zamma-aminobutyric acid/benzo-

ER o~ 1o 1 3 a1l . PR - L1

diazepine receptor complex from bhovine cerebral cortex: improved purifi-
- 5 e .y o~ e 3~ - — v + - S B T 0N 3 - 3 3 o

cationwith preservation of resulatory sites and their interactions. J.




Sigel E., Baur R., Trube G., MShler H and Malherbe P. (1990). The
effect of subunit composition of rat brain GABAp receptors koh channel

function. Neurcn. 5: 703-711.

Squires R.F.,Benson D.I., Braestrup C., Coupet J. Klepner C.A.
Myers V. and Beer B. (1979). Some properties of brain specific benzo-
diazepine recepior: new evidence for multiple receptors. Pharmacol.

Biochem. Behav. 10: 3825-830.

Squires R.F. (1984). Benzodiazerine receptors. In Handbook of

Neurcchemistry. 6 ed by A. Lajtha. 261-308.Plenum, New York.

Study R.E. and Barker J.L. {1981). Diazepam and (-)-pentobarbital:
Fluctuation analysis reveals diffsrent mechanisms for potentiation of
gamma-aminobutyric acid responses in cultured spinal cord neurons. Proc.

Natl. Acad. Sci. USA. 78: 7180-7184.

Stepheson F.A., Mamalaky C., Casalotti §.0. and Barnmard E.A.
{1986). The GABA A recepior and iis antibodies. Biochem. Soc. Symp. 52:

33-40.

Stephenson F.A. {1282). Understandinz the CABAA receptor: a chemi-

cally gated ion chamnel. Bicchen. J. 249: 21-32.

Turner A.J. and Whittle S.R. {1933). Biochemical dissection of the

gamma—-amincbutyrate asyvnapse. Blochem. J. 209:; 29-41.



Tallman J.F. and Gallager F. (1985). The GABAergic system: A locus

of benzodiazepine action. Amm. Rev. Neurosci. 8: 21-44.

Unnersterall J.R., Kuhar M.J., Niechoff D.L. and Palacios J.M.
{1881). Benzodiazepine receptors are coupled to a subpopulation of
samma-aminobutyric acid {GABA) receptors: evidence from a quantitative

autoradiceraphic study. J.Pharmac. Exp. Ther. 21B: 787-304.

£ b4 400 Aan SOH40 3 R, i % . 4
Villiger J.W. (1884). Ci2i8.872 binding %to benzodiazepine recep-

tors  in  rat spinal cord: modulation by gamma-aminobutyric acid and
svidence for recephor heterogeneity. J. Neurochem. 43: 303-805.

Vitorica J., Machado a. and Satrustepui J. (1984). Age-dependent
variations in perozxide—utilizing snzymes from rat brain mitochondria and

e T o AT, P - ’!l:#_ | =g =4
cytoplasm. J.Neurochem. 42: 251-388.

w

Vitorica J. and Satrustegui J. {1685). The role of ADP in the

nodulatiosn of the calcium-efflux pathway in the rat brain aitochondria.

Vitorica J., Park D., Chin G. and de Blas A.L. {1983). IMonoclonal

T - T . L SR TV N + To P AT - 31 —
antibodics  and conventional antissra o the x!wA/& ras "rJLO?/‘E‘PH""‘QLAZE
SR . s T Naseers S . 2R _pon
mINg e ﬂ‘i_‘}v.iui‘f/\.—’ i e SEUFQICL. ‘3. Bih-bal.
T34 Poly T3 M3 1 awmd 3 DT T 4000 . Margotario
Vitorica J., Park 3., Chin 4. and de Blas A.L. (1320). Characteri

o ke Tomme
e REVFRIILaN




receptor complex during development of the rat bain. J. Neurochem. 54:

187-194.

Waddington J.L. and Cross A.J. (1978). Denervation supersensitivi-

ty in the striatonigral GABA pathway. Nature. 276: 618-620.

Wenk G.L., Markowska A.L. and Olton D.S. {1989). Basal forebrain

1

lesions and memory: Alterations in neurotensin, not acetylcholine, may
cause amnesia. Behav. Neurosci. 103: 785-7689.
Wigstrom H. and Gustafsson B. (1983).

bid. 301: &01.

i

[

WilkinG.P. Hudson A.L., Hill D.R. and Bowery N.G. (1981). Nature.

294: 584-587.

Wong K.H.F., Snowman A.M., Leeb-Lundberg L.M.F., and Olsen R.W.

nversea

pde

(1284). Barbiturates inhikit GARA antagonist and benzodlazepine

agonist bindinsg. Eur. J. Pharmocol. 102: 205-212.

¥Ymer 5., Dragubn A., Wicden W., Werner P., Xeinfnen X., Schofield
P.R., SprengelR. Pritchett D.B. and Seeburg P.H. {1580). Structural and

PNy

functional

mF Al P - + = Y ¢ PR, P
of the zamma-1 subunit of GABA,/benzodiaze
Ld

n v T - o 30
e receptors. EMBC J. 9: 3281-3287.




LA

Reuniado ol

cracia wor lus aoayo firmantes

20 el dia de la { & Eanr o

O Lo fRu,,cvao CuQrullmo —
itulada &upuifn 24 e Fo-rmacelp%cw\ 0/{ 10\ G?m'f&l oo
\“’ L%?Toro‘» Galoon A el st edinom  Inex uLOS,_Q.__--_,-_QZe_,_
den TmTa &J} ecto 0@@? tnvepe Cf Al PtuTo e

{PTQ Cusen . dosdo

Tesis Docioral de

— 1.9, ‘7 3
L Vocul, El Vocal,

El Dectorade,

\b« 0/7@%,2,;_

Sevilla, . l Z 7’4 '6 YA O

El\Presidente




