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Introduccion

INTRODUCCION

1. FISIOLOGIA DE CATECOLAMINAS EN LA GLANDULA PINEAL

La glandula pineal de los mamiferos es un 6rgano de secrecion
interna, en el que una sefal neural procedente del sistema nervioso
simpéatico regula la produccion y liberacion ritmica de melatonina. En
los mamiferos la glandula pineal no es directamente sensible a la luz,
por lo tanto el ritmo de la secrecion de melatonina es dependiente
fundamentalmente de la actividad de los nlcleos supraquiasmaticos
los cuales son sincronizados por el fotoperiodo via la retina (Collin et
al., 1986). Las conexiones neurales entre la retina y la pineal son
similares en todos los mamiferos, incluido el hombre. La informacion
procedente de la retina hace escala en los nucleos supraquiasmaticos
y paraventriculares del hipotalamo y en la columna intermedio lateral
de la médula espinal toracica, antes de alcanzar las neuronas
postganglionares del ganglio cervical superior, de donde parten fibras
simpaticas noradrenérgicas que inervan el érgano pineal (Figura 1)
(Collin et al., 1988). La noradrenalina liberada durante la noche actua
sobre receptores adrenérgicos o y B en células pineales aumentando

los niveles intracelulares de adenosina 3°,5-monofosfato ciclico
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(AMPc), guanosina 3°,5-monofosfato ciclico (GMPc) y Ca’*, dando
lugar al aumento de la actividad de serotonina N-acetiltransferasa
(NAT), enzima limitante en la sintesis de melatonina (Klein et al., 1973,
Vanacek et al., 1985).

La existencia de otros receptores de membrana en las células
pineales ademas de los adrenérgicos, junto con inervacion procedente
de otras zonas del cerebro hacen pensar, sin embargo, que la via
retino-supraquiasmatica no es la Unica que regula la secrecion en esta
glandula. Datos experimentales relativamente recientes demuestran
la existencia de receptores dopaminérgicos en la glandula pineal y
sugieren un posible papel fisiolégico de la dopamina (DA) en la
secrecion de melatonina. A continuacién, se resumen los datos

experimentales mas relevantes al respecto.

1.1. DAy secrecion de melatonina

La primera indicacion de una funcién dopaminérgica en la pineal
fue la comprobacion que la DA estimula la produccion de melatonina
en glandulas pineales de rata en cultivo (Axelrod et al., 1969).
Posteriormente, se mostr6 que la DA aumenta la actividad de la NAT

en pineales de rata (Deguchi y Axelrod, 1972).

Los niveles de DA en la glandula pineal de rata (Fujiwara et al.,
1980; Saavedra et al., 1982) siguen un patrén circadiano similar al de
la noradrenalina (NA) alcanzandose las mayores concentraciones

durante la noche.
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supraquiasmaticos Hipotalamo paraventriculares superior
Figura 1. La glandula pineal en la rata esta localizada

superficialmente bajo el craneo. La sefal luminosa procesada en la
retina es transmitida a los nucleos hipotalamicos supraquiasmatico y
paraventricular, desde donde se proyectan a la médula espinal
toracica para establecer conexiones con las neuronas del ganglio

cervical superior, de donde salen fibras simpaticas que finalizan
directamente sobre las células pineales.
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La actividad tirosina hidroxilasa y dopamina B-hidroxilasa son también
mas altas durante la noche que durante el dia (Racké ef al., 1989).
Mientras que en la rata el pico de concentracion de DA es
considerablemente menor que el de noradrenalina durante este
periodo (10 y 40 ng/mg de proteina, respectivamente) (Saavedra,
1982), en la glandula pineal bovina, por el contrario, la concentracion
de DA es igual o mas alta que la de noradrenalina (Govitrapong et al.,
1989). En ratas recien nacidas, de 0-4 dias de edad, no se encuentra
DA en la glandula pineal, aunque durante el desarrollo aumenta
progresivamente su concentracion hasta el nivel de adulto a los 30 dias
de edad (Hyyppa, 1971).

1.2. Receptores dopaminérgicos

Estudios farmacolégicos de union de radioligandos mostraron la
presencia de dos sitios de unién para el espiroperidol (o espiperone,
antagonista D,) en glandulas pineales bovinas, sugiriendo la presencia
de dos receptores dopaminérgicos del tipo D, (Govitrapong et al.,
1984). Estudios posteriores, también han mostrado la presencia de
receptores dopaminérgicos de la familia D, en pineal bovina
(Simonneaux et al., 1990). La funcién de estos receptores parece estar
relacionada, al igual que en la retina (luvone, 1986; Zawilska y luvone,
1989), con la regulacion de la actividad de la enzima NAT y del

contenido de melatonina en la pineal.

Los efectos directos de la DA sobre la actividad de la NAT
(Govitrapong et al., 1989) y sobre la produccion de melatonina

4
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(Axelrod et al., 1969) han sido estudiados en glandula pineal de rata en
cultivo. Govitrapong et al. (1989) encontré que bajas concentraciones
de DA (0.1 pM) inhiben la actividad NAT, mientras que altas
concentraciones la incrementan (10-100 yM). Axelrod ef al. (1969)
report6 que 300 uM DA incrementa los niveles de melatonina. Dado
que la NAT es directamente activada por AMPc (Klein y Weller, 1973)
y la AC puede ser regulada a través de la activacion de receptores
dopaminérgicos del tipo D,, por una proteina G estimuladora (Gs), y €l
tipo D, por una inhibitoria (Gi), puede ocurrir que la actividad NAT y
consecuentemente la sintesis de melatonina (Zatz, 1981) sean

moduladas por la AC unida a receptores dopaminérgicos D, y D..

La densidad de receptores dopaminérgicos de tipo D, en la
glandula pineal bovina es entre 20-30 veces mayor que la densidad de
receptores D, (Govitrapong et al., 1984; Simonneaux et al., 1991), 5-6
veces mayor que los receptores a,-adrenérgicos y cerca de 20 veces
mayor que los receptores B,-adrenérgicos (Simonneaux ef al., 1991),
Estos datos sugieren una importante funcién de la DA en la regulacién

de la fisiologia pineal bovina.

En cuanto a la presencia de receptores dopaminérgicos en

glandula pineal de rata, no se ha demostrado su existencia.

1.3. Inervacién dopaminérgica

Se han encontrado fibras dopaminérgicas en glandulas pineales

de distintas especies pero su origen auin no esta totalmente aclarado.

5



Introduccion

En pineal de hamster dorado se han demostrado la existencia de
células neuronales tirosina hidroxilasa positivas pero dopamina (-
hidroxilasa negativas, sugiriendo que fibras dopaminérgicas inervan
esta glandula (Jin et al., 1988). En la rata y el gerbil se encuentran
células neuronales tirosina hidroxilasa positivas y dopamina f-
hidroxilasa positivas. Los estudios de Racké et al. (1989) en glandula
pineal de rata demostraron que la tirosina es convertida en DA en esta
glandula pero sélo una parte de las células que sintetizan y acumulan
DA fueron capaces de convertirla en noradrenalina. Esto sugiere que
gran parte de la DA presente en la glandula pineal se origina en

neuronas dopaminérgicas.

A continuacién se hace una revision del estado actual de los
receptores catecolaminérgicos y de la similitud funcional y estructural

que entre ellos existe.

2. ASPECTOS GENERALES DE LOS RECEPTORES PARA
CATECOLAMINAS

Las aminas biégenas constituyen un grupo de neurotransmisores
dentro del cual se encuentra la histamina, la serotonina y las
catecolaminas. Al grupo de las catecolaminas pertenece la dopamina,
la noradrenalina y la adrenalina. Las catecolaminas se forman por
hidroxilacion y descarboxilacién del aminoécido tirosina (Figura 2). El
primer paso en la via de la biosintesis de las catecolaminas es la
hidroxilacién de la tirosina, proceso catalizado por la tirosina
hidroxilasa, tras lo cual se produce L-DOPA, presente en todas las

6
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neuronas catecolaminérgicas. Esta se convierte en dopamina tras un
paso de descarboxilacién, catalizado por la descarboxilasa de los
aminoacidos aromaticos. La DA en neuronas noradrenérgicas actua
simplemente como un precursor de la noradrenalina, hidroxilandose en
la cadena lateral por medio de la enzima dopamina B-hidroxilasa,
dando lugar a la noradrenalina. Las neuronas adrenérgicas contienen,
ademas, otra enzima, la feniletanolamina-N-metiltransferasa, que
cataliza la donacion de un grupo metilo (a partir de la S-

adenosilmetionina) a la noradrenalina, formandose adrenalina.

Los receptores catecolaminérgicos son proteinas integrales de
membrana, cuya secuencia aminoacidica contiene siete regiones
hidrofébicas de aproximadamente 20 a 25 residuos cada una. El sitio
de unidn para las catecolaminas se halla en la parte externa del
receptor. La unién del ligando al receptor produce un cambio
conformacional que permite la interaccién con una segunda proteina
en la via de transduccién de la sefial, una proteina que une GTP. Los
receptores catecolaminérgicos, por tanto, pertenecen a la denominada
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Poseen una
estructura comun de siete segmentos transmembrana (STM), regiones
hidrofébicas, un extremo amino (N) terminal en el lado extracelular y
un extremo carboxilo (C) terminal, en el lado citoplasmatico (Figura 3).
El tercer lazo intracelular (ill LI) es mas largo que los demas y
constituye el nexo de unién con las proteinas G, cuyo acoplamiento es

necesario para la activaciéon de los mecanismos efectores.
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Figura 2. Biosintesis de los neurotransmisores de naturaleza
catecolaminica (Modificado de Lefkowitz., 1996).
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Estos receptores, segun el tipo de proteina G (Gs, Gi, Go, Gq)
a la que se encuentran acoplados producen respuestas relativamente
rapidas, por ejemplo, la activacion de canales de K*, o lentas, como la
activacion o inhibicién de diversas vias de segundos mensajeros,
principalmente las mediadas por AMPc, GMPc, iones Ca*'y por los
productos de la hidrélisis del fosfato de fosfatidilinositol (Pl) en inositol
trifosfato (IP;), y diacilglicerol (DAG).

Con base en criterios fundamentalmente farmacolégicos,
clasicamente los receptores para catecolaminas dopaminérgicos y
adrenérgicos se han clasificado en varios tipos. Los receptores
dopaminérgicos se han subdividido en la familia D, y la familia D,, y
los receptores adrenérgicos en las familias o y B. Sin embargo, en los
ultimos afios, el descubrimiento de nuevos farmacos y el gran
desarrollo de las técnicas de biologia molecular han permitido
establecer la existencia de nuevos subtipos de receptores
catecolaminérgicos. La clasificacion actual de los receptores

catecolaminérgicos se presenta en la Figura 4.



Infroduccién

DOPAMINA

HO ;O/\/
HO

NORADRENALINA
HO

ADRENALINA
HO

NH,— CHj
HO
HO

Espacio
extracelular

Espacio
intracelular

HOOC @ @

Figura 3. Estructura propuesta para los receptores acoplados a
proteinas G. Siete hélices o atraviesan la membrana (I-VIl). Las
localizaciones para la glicosilacion (Y) se encuentran en el extremo
amino extracelular, mientras que aquellas en las que puede ocurrir la
fosforilacion (P) se localizan en el extremo carboxilo y/o en el tercer
lazo intracelular. En la parte superior se muestra la estructura quimica
de los neurotransmisores catecolaminérgicos.
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Q1A
Q1 ¢ 0. 2T}
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* 3
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Figura 4. Clasificacion de los receptores dopaminergicos vy
adrenérgicos.
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2.1. Receptores Adrenérgicos

La liberacion de adrenalina y noradrenalina se produce de dos
formas, como consecuencia de la actividad nerviosa simpatica o por
la estimulacién de la médula suprarrenal. La noradrenalina es el
neurotransmisor simpatico postganglionar predominante, y los diversos
efectos de estas catecolaminas se explican por la interaccion con
diferentes tipos de receptores. Las principales respuestas mediadas
por los receptores B-adrenérgicos son el aumento de la contractibilidad
cardiaca y la broncodilatacion. La respuesta principal mediada por los
receptores a-adrenérgicos es la contraccién de la musculatura lisa

vascular.

Los receptores adrenérgicos son los receptores
catecolaminérgicos mejor estudiados; estos receptores estan formados
por una cadena polipeptidica de entre 413 y 477 aminoacidos y
conforman una familia con una estrecha relacién estructural y funcional.
En la actualidad se han clonado diez genes que codifican receptores
adrenérgicos, de ellos siete codifican receptores a-adrenérgicos (o,
Qg Xy Oy Onp, Qo Oyc), Y tres receptores B-adrenérgicos (B, B, Bs)
(Ford et al., 1994; Bylund, 1992). Desde el punto de vista estructural,
las familias de receptores o, y B-adrenérgicos se caracterizan por
poseer un extremo carboxilo terminal largo y un tercer lazo
citoplasmatico corto (Figura 5). En contraposicion, los receptores
adrenérgicos de la familia o, presentan un tercer lazo citoplasmatico
largo y un extremo carboxilo terminal corto (Hoffman y Lefkowitz,
1996).

12



Introduccion

Ol1a Olig Olip

Cl2a Cl2s Ol2c

Figura 5. Estructura molecular general de los receptores adrenérgicos
(Modificado de Hoffman y Lefkowitz., 1996).
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Los receptores a-adrenérgicos inicialmente se clasificaron
atendiendo a su localizacion celular y a su funcion. Los receptores o-
adrenérgicos se ubicaron en terminaciones postsinapticas, mediando
los efectos excitadores de las catecolaminas sobre tejidos como la
musculatura lisa vascular o sobre el corazén. Los receptores o,-
adrenérgicos se describieron como autoreceptores presinapticos de
tipo inhibidor (Langer y Lehmann, 1988). Actualmente esta
clasificacion se ha completado con datos farmacologicos. Los
receptores a, y a.-adrenérgicos son mas sensibles a la adrenalina que
a la noradrenalina y son bloqueados por el prazosin y la yohimbina,
respectivamente (Lefkowitz et al., 1996). A pesar de todo, la estructura
general es notablemente similar, encontrandose el maximo grado de

homologia en las siete hélices a transmembrana.

Tras la clonacibn y secuenciacién de los receptores
adrenérgicos y otros miembros de la familia de receptores acoplados
a proteinas G (por ejemplo, los subtipos de receptores colinérgicos
muscarinicos) se ha encontrado que en su extremo amino terminal
poseen sitios para |a glicosilacion, sus siete STM normalmente estan
constituidos de 22 a 25 aminoacidos, en su extremo carboxilo terminal
y en el tercer lazo intracelular se han encontrado una serie de serinas
(S) y de treoninas (T) que constituyen sitios probables de fosforilacion

protéica mediada por proteinquinasas.

Entre los subtipos de receptores o-adrenérgicos existen
diferencias en el tipo de segundo mensajero al que se hallan unidos.

Los receptores de la familia a,-adrenérgicos estan acoplados a la

14
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cascada del fosfoinositido a través de una proteina del tipo Gq. La
activacion de esta proteina G estimula distintos tipos de fosfolipasas,
fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa D (PLD) y fosfolipasa A, (PLA,) (Tabla
I). Por el contrario, la familia de los receptores a,-adrenérgicos inhiben
la adenilato ciclasa (AC), activan los canales de K" e inhiben los

canales de Ca** sensibles a voltaje (Leftkowitz et al., 1996).

Los receptores [B-adrenérgicos se pueden distinguir
farmacologicamente entre si por su diferente sensibilidad hacia las
catecolaminas endogenas adrenalina y noradrenalina. Asi, mientras
los receptores B,-adrenérgicos son sensibles tanto a la adrenalina
como a la noradrenalina, los receptores del tipo B, son relativamente
insensibles a la noradrenalina. Los receptores B; son diez veces mas
sensibles a la noradrenalina que a la adrenalina y son relativamente
resistentes al bloqueo por antagonistas como propranolol, lo que le
permite mediar respuestas en sitios con caracteristicas farmacolégicas
atipicas como por ejemplo en tejido adiposo. Sin embargo, la funcion
del receptor B; en la regulacion de la lip6lisis en humanos no esta bién
determinada (Rosenbaum et al., 1993; Krief et al., 1993; Lénnqvist et
al., 1993).
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Tabla |. Caracteristicas funcionales de los subtipos de receptores
adrenérgicos.

(Modificado de Lefkowitz et al.,1996).

Todos los receptores B-adrenérgicos interactian con la AC via
proteina Gs (Taussig y Gilman, 1995). La estimulacion del receptor
lleva al incremento del AMPc, a la activacién de la proteina quinasa
dependiente de AMPc y a la modificaciéon de numerosas proteinas
celulares como resultado de su fosforilacion. Ademas, estos

receptores estan acoplados a canales de Ca* (Molinoff, 1995).
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2.2. Receptores Dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos son poteinas transmembranarias
con un numero de aminoacidos entre 387 y 447. Se encuentran
distribuidos mayoritariamente en el sistema nervioso central,
especialmente en el cerebro medio, y periféricamente, en rifién y
corazén. En la actualidad se han clonado cinco genes que codifican
distintos subtipos funcionales de receptores dopaminérgicos, dos de
la familia D, y tres de la familia D, (Figura 6). En 1988 se consiguié la
clonacion del primer receptor dopaminérgico, el subtipo D, de rata
(Bunzow et al., 1988). Este receptor fue aislado de una libreria de
cerebro de rata usando el ADNc del receptor B,-adrenérgico de
hamster como sonda. A mediados de 1990, se clon6 el primer
receptor dopaminérgico de la familia D,, el subtipo D, de humano
(Dearry et al., 1990). En este mismo afio se publicaron diferentes
articulos sobre la clonacién y expresion del receptor D, de rata en
células COS-7 (Monsma et al.,1990). Los receptores dopaminergicos
de la familia D, poseen un tercer lazo citoplasmatico corto y un
extremo carboxilo relativamente largo. Por el contrario los receptores
de la familia D, poseen un tercer lazo citoplasmatico largo y un
extremo carboxilo muy corto (Figura 6). Los subtipos de la familia D,,
incluyen el receptor D,, (Dearry et al., 1990; Sunahara et al., 1990;
Zhou et al., 1990) y los receptores D,/ D,; (Sunahara et al., 1991;
Tiberi et al., 1991). El receptor D, y el receptor D,z son homologos de
especie, clonados a partir de tejido humano y de tejido de rata,
respectivamente. La familia de receptores dopaminérgicos D,
comprende los subtipos D, (Bunzow et al., 1988), D, (Sokoloff et
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al.,1990), y D, (Van Tol y cols., 1991). Se han clonado dos isoformas
del subtipo D, que difieren en la longitud de su tercer lazo intracelular,

uno corto (D,g) y otro largo (D,,) (Bunzow et al., 1988).

Los genes para los receptores dopaminérgicos D,,y D5/ D,gno
poseen intrones en sus regiones codificantes, esta es una
caracteristica compartida con otros receptores acoplados a proteinas
G (Dohlman et al., 1987). Por el contrario, dentro de la familia de los
receptores D, la regién codificante esta interrumpida por cinco o seis
intrones (Dal Toso et al., 1989; Giros et al., 1989; Grandy et al., 1989,
Monsma et al., 1989; Selbie et al., 1989). El receptor D, posee cinco
intrones (Sokoloff ef al., 1990), y cuatro el receptor D, (Van Tol et al.,
1991). En cada uno de estos tres receptores, los intrones se
encuentran dentro del segundo STM y el inicio del sexto STM (Gingrich
y Caron, 1993) (Figura 7). La presencia de intrones dentro de la
region codificante permite la posibilidad de un intercambio alternativo
“splicing” de los exones. Estas variaciones pueden generar proteinas

receptoras funcionalmente diferentes (Van Tol et al., 1991).
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D1A {Humano) D5/D1B (Humano / rata)

Dz (Rata) D3 (Rata) D4 (Humano)

Figura 6. Comparacién de las caracteristicas estructurales de los
subtipos de receptores de dopamina. El simbolo (Y) representa los
sitios potenciales de N-glicosilacion. Los residuos de cisteina (S-S)
uniendo el primero y segundo dominios extracelulares estan
conservados también en los receptores B,-adrenérgicos. Los circulos
oscuros representan la presencia de sitios para la unién de PKA'y los
circulos claros sitios para la union de PKC (Modificado de Gingrich y
Caron, 1993).

19



Introduccion

ATG 1 2 3 4 5 6 TGA
Dz IIIHHIIIIHIIIIIKIAD—HW%HIII ﬁl@.‘ i
]
D3
D4

E 3’0 5'Regiones no modificadas

D Regiones extramembranales

Regiones transmembranales

—m— Secuencias de intrones
L Splicing alternativo

Figura 7. Esquema de la estructura de intrones y exones de los genes
de los receptores dopaminérgicos de la familia D, dentro de su
secuencia codificante. Los exones son representados como los
rectangulos y las lineas entre ellos representan los exones. Los
numeros romanos indican la regién codificante de los STM (Modificada
de Gingrich y Caron, 1993).
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Los receptores dopaminérgicos de la familia D, estan asociados
ala activacion de la AC. Dentro de la familia D,, los subtipos D,y D,
parecen estar acoplados a la inhibicion de la actividad AC, la
disminuciéon de las corrientes de Ca* y la activacion de corrientes de
K *(Vallar y Meldolesi, 1989) (Tabla Il). No ha sido identificado aun el
segundo mensajero acoplado a la accion del receptor D;. Ademas de
los receptores clonados, fundamentalmente acoplados a la excitacion
o inhibicion de la AC, se postula la existencia de otro receptor
dopaminérgico que pudiera utilizar la via del inositol fosfato (IP) junto
o no con la via del AMPc (Felder et al., 1989; Liu ef al., 1992).

Farmacol6gicamente los receptores dopaminérgicos también
presentan ciertas caracteristicas que marcan la diferencia entre
subfamilias. Por ejemplo, la afinidad por la dopamina del receptor D;
es casi diez veces mayor que la de los subtipos D, y D, (Sunahara et
al., 1991) mientras que el receptor D, es el que presenta la mayor
afinidad por la dopamina (Tabla lll). La afinidad de los subtipos D, y
D, por el agonista dopaminérgico SKF38393 es de 60 a 100 veces
mayor que por los subtipos de la familia D,. En el caso de
antagonistas dopaminérgicos, la mayor afinidad por el haloperidol se
presenta con los receptores de la familia D,, mientras que con el SCH-

23390 la mayor afinidad es sobre los receptores de la familia D,.
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Tabla lll. Farmacologia de los receptores dopaminérgicos. Valores
de K, en nM.

Familia D, Familia D

(Modificado
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3. HOMOLOGIA ESTRUCTURAL ENTRE LOS RECEPTORES
CATECOLAMINERGICOS

La comparacion de [as secuencias aminoacidicas de receptores
adrenérgicos y dopaminérgicos muestra que las regiones mas
conservadas son los segmentos hidrofébicos, es decir, los siete STM,
que presentan una identidad entre el 40 y 46 % (Zhou ef al., 1990;
Sunahara et al., 1990). Por el contrario, el amino terminal, los tres
lazos intracelulares y el carboxilo terminal presentan una menor

homologia en su secuencia (O 'Dowd et al., 1989).

3.1. Segmentos transmembrana

La gran mayoria de los residuos conservados en los STM estan
en la mitad citoplasmatica de las hélices a. Estos residuos son
necesarios para la interaccion del receptor con sus efectores
citoplasmaticos. Estudios de deleccién apuntan a que, asi mismo, el
tercer lazo intracelular es fundamental para el acoplamiento a
proteinas G (O'Dowd et al., 1988). En contraste, los aminoacidos que
se encuentran en la mitad extracelular de las hélices o, estan
intimamente relacionados con la unién del ligando (Dohiman et al.,
1988, Strader et al., 1987). Estas regiones parecen formar un sitio de
union a manera de bolsillo donde se acoplan las catecolaminas
(Strader et al.,1994; Hutchins, 1994).

Desde el punto de vista estructural y funcional, los receptores -

adrenérgicos comparten ciertas caracteristicas con los receptores de
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la familia D, como son un tercer lazo intracelular corto, un terminal
carboxilo relativamente largo y la capacidad de estimular la AC por
medio de una proteina Gs. Asi mismo, la estructura molecular de los
receptores o.-adrenérgicos se asemeja a la de los receptores
dopaminérgicos de la familia D,, ya que poseen un tercer lazo
intracelular relativamente largo, un terminal carboxilo corto e inhiben

la actividad AC por medio de una proteina Gi (Figuras S y 6).

Dentro de los receptores adrenérgicos, el mayor porcentaje de
homologia compartida entre los siete STM se encuentra en la familia
de los receptores a-adrenérgicos (Figura 8). Los tres subtipos de
receptores o,-adrenérgicos presentan una homologia entre si de
aproximadamente el 75 %, al igual que los tres subtipos de receptores
o,-adrenérgicos entre si; sin embargo, los subtipos o, y o, no son mas
similares entre si que los subtipos oy B (aproximadamente 30 - 40 %).
Los tres subtipos de receptores [-adrenérgicos poseen
aproximadamente el 60 % de homologia entre sus STM (Lefkowitz et
al., 1996).

Dentro de la familia de los receptores dopaminérgicos D, (D4,
D5 / D,g) la homologia entre sus STM es de 75 - 78 %. Sin embargo,
entre los subtipos de la familia de los receptores D, la homologia es
menor; el receptor D, comparte un 75 % de identidad con el receptor
D,y de un 50 - 53 % con el receptor D,. Al igual que entre las familias
de receptores adrenérgicos ay B, la homologia entre las familias D, y
D, es de 30 % a 40 % (Gingrich y Caron., 1993) (Figura 8).
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Viade Namero
sefializacion  de acceso

O 2g10 () ? M62371
-|__ Ql2g20 (1) JAC M62372
Qo (1) ? M32061

| _[ Dy, (h) LAC M29066
D2a (1) LAC M36831

Dy (x) ? X59500

Dj (1) LAC X53944

D4 (h) ? X58497

— D1 (h) +AC X55760

L_ Dy, (1) TAC M35077
—— D5 (h) +AC X58454

Dip (r) +AC M69118

Olya (1) ? M60654

Ot1p (1) ? M60655

B, (h) TAC J02960

B, (N +AC J05561

Ba (1) 1AC M74716

| | | | | | |

i—'% ‘\ I | | | I I | |
0102030 40 50 60 70 80 gQ 100

Figura 8. Homologia estructural entre distintos receptores
catecolaminérgicos. El alineamiento de las secuencias se ha realizado
utilizando las regiones hidrofébicas de cada uno de los receptores
numerados (regiones entre | STM -V STM, mas los VI STM y VIl STM).
Las longitudes de las lineas horizontales son inversamente
proporcionales al porcentaje de la secuencia que es similar entre
receptores o grupos de receptores. Para nombrar el receptor se hace
referencia al tipo general de receptor, y entre paréntesis se sefiala la
especie, correspondiendo (r) a rata, (h) a humano y (x) a Xenopus. El
ndmero de acceso hace referencia al localizador de la base de datos
Genbank. (Modificado de Feng et al., 1996).
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3.2. Interaccién ligando-receptor

Como se mencioné anteriormente, los receptores adrenérgicos
comparten varios residuos conservados dentro de sus STM, los cuales
se cree son fundamentales para la union de las catecolaminas. Esta
caracteristica es compartida por los receptores para dopamina, donde
se encuentran presentes dos serinas (S) en el quinto STM y un acido
aspartico (D) cerca del extremo extracelular del tercer STM. Las
serinas estan involucradas en el reconocimiento de los dos grupos
hidroxilo (OH) de las catecolaminas y el &cido aspartico participaria en
la interaccion electrostatica como un contraién con el grupo amino del
ligando (Strader et al., 1989; Dixon ef al., 1987).

En el esquema de la Figura 9 se muestra la comparacion de las
secuencias de 18 receptores catecolaminérgicos, clonados de humano,
rata y Drosophila, en la regién del Il STMy V STM.

En la Figura 10 se muestra un modelo que ilustra la estructura
topografica del receptor dopaminérgico D, de humano y donde se
puede observar la posicién del acido aspartico y las serinas implicadas
en la union de la DA (Dearry et al., 1990). El acido aspartico esta
conservado en todos los receptores de aminas biégenas (adrenérgicos,
dopaminérgicos, colinérgicos muscarinicos y serotoninérgicos)
(Lefkowitz et al., 1996).
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Estudios de mutagénesis dirigida, indican que al mutar el acido
aspartico de la posiciéon 113 en el tercer STM del receptor B, de
hamster, se impide la unién de antagonistas (Strader et al., 1987).
Este dato es compatible con el ya mencionado acido aspartico
propuesto como contraién para las catecolaminas en el receptor (3,
humano (Strader et al., 1987). Por otro lado, al sustituir la cisteina (C)
de la posicion 106, situada en el primer lazo extracelular del receptor

B, de hamster, se altera la unién de los agonistas (Dixon et al., 1987).

Figura 9. Comparacion de la secuencia de receptores
catecolaminérgicos. En el lll STM es conservado un acido aspartico
(D), y en el V STM son conservadas dos serinas (S). Se cree que las
catecolaminas tienen su sitio de unién entre estos residuos. En el il
STM también se puede apreciar la secuencia de acido aspartico,
arginina y tirosina (DRY) muy conservada. El tipo de receptor es
indicado por la letra en mayuscula y la especie entre parentesis,
siendo (r) rata, (h) humano y (x) Xenopus. EI| subtipo dopr35ef
corresponde a Drosophila.
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o4 (T)
Olpg10 (T)
Olzg20 (T)
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Bi(r)
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III STM
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FAT
LAV

WAT
WAT
WAT
WAT
AV
TAV
AV
TAV
VAV

[HI

Figura 9. Secuencias de receptores catecolaminérgicos.
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Figura 10. Estructura del receptor dopaminérgico D, de humano.
Compuesto por 446 aminoacidos con siete STM de 20 a 25
aminoacidos cada uno. La dopamina se une a un aspartato (D) del lll
STM y dos serinas (S) del V STM. Dicha unién activa la adenilato
ciclasa, este proceso es mediado por proteinas G que interactuan con
el tercer lazo citoplasmatico. La cola carboxilo terminal (larga) y el
tercer lazo citoplasmatico (corto) marcan la diferencia con respecto al
receptor D,, el cudl inhibe la adenilato ciclasa (Dearry et al, Zhou ef al,
Sunahara et al., 1990).
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3.3. Lazos intracelulares

La comparacion de la secuencia de los lazos intracelulares de
los receptores D,, y Ds/ D, revela que estos dominios tienen el mayor
grado de homologia por regiones después de los STM, y esto es
consistente con la habilidad que poseen para activar la misma via de
sefalizacion. Los receptores dopaminérgicos D, y D, también
comparten un alto grado de homologia en estas regiones aunque el

receptor D, es menos homologo.

3.3.1. Interaccién con proteinas G

La secuencia presente en el tercer lazo intracelular del receptor
D, de humano (aminoacidos 216 a 228) (Figura 11), es similar a la del
receptor B,-adrenérgico de humano (aminoacidos 246 a 258). Se cree
que este lazo intracelular tiene una funcién muy importante en el
acoplamiento del receptor a las proteinas G (O'Dowd et al., 1988).
Iguaimente la secuencia DRY conservada en el segundo lazo
intracelular en los receptores catecolaminérgicos, puede también ser

importante en el proceso de union de las proteinas G (ver Figura 9).

Estudios de la relacion estructura-funcién entre receptores
adrenérgicos a,, Y B, de humano, de los dominios implicados en la
unién del ligando y el acoplamiento a proteinas G, han revelado que la
region del tercer lazo intracelular y el quinto STM estan intimamente
relacionados en el acoplamiento del receptor a proteinas G (Kobilka et

al., 1988). Al receptor a,, se le deleccioné un fragmento del tercer
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lazo intracelular que contenia las serinas y treoninas, como

consecuencia este receptor no presenté la desensibilizacion inducida

por el agonista (Liggett et al., 1992).

D; (h)
D, (1)
Ds (h)
B (h)
D, (h)
D,(r)
D;(r)

RIYRIAQ
RIYRIAQ
RIYRIAQ
RVFREAQ
KIYIVLR
KIYIVLR
RIYIVLR

K

L
v
K
R
K
Q

Ll

QIRRI
QIRRI
OIRRI
QVKKI
RRKRV
RRKRV
RQRKR

Figura 11. Comparacion de la secuencia de aminoacidos conservados
en la region del tercer lazo intracelular ( 11l LI) entre varios subtipos de
los receptores dopaminérgicos y el receptor B,-adrenérgico de

humano.

3.3.2. Sitios de fosforilacion

Los cambios conformacionales en las proteinas suelen estar

regulados por los mecanismos de fosforilacién, por esto es importante

tener en cuenta que una pequefia modificaciéon estructural, puede

inducir procesos como la sensibilizacion o desensibilizacion de los

receptores a estimulos externos.

En el receptor adrenérgico B, de humano se han identificado dos

sitios de fosforilacién intracelulares para la PKA en el lll LI y en el
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terminal carboxilo. En este terminal carboxilo también se han
encontrado sitios de fosforilacion para la quinasa activada por el
receptor B-adrenérgico (BARK) (O'Dowd ef al., 1989).

Como se menciond anteriormente, las serinas y treoninas en el
relativamente largo Il LI del receptor adrenérgico o, de humano
pueden ser fosforiladas por quinasas como BARK. En cuanto al efecto
de la fosforilacion sobre la actividad de este receptor, se sabe que al
generar un receptor mutante por deleccién, carente de los sitios de
fosforilacion, presenta como principal caracteristica la no
desensibilizacion, es decir, mantiene su funcién en presencia continua
del agonista (Liggett et al., 1992). En el lll LI de este receptor o,
adrenérgico, hay una treonina (T°%) que esta conservada en otros
receptores adrenérgicos cuya sustituciéon induce la actividad del
receptor en ausencia de agonista, es decir, un receptor con actividad
constitutiva (Ren et al., 1993).

3.4. Extremo amino terminal

En general, el amino terminal de Ilos receptores
catecolaminérgicos posee una o dos secuencias concenso de acido
aspartico por serina o treonina (N x S-T) para la N-glicosilacion. En
estos receptores y en general para los receptores de aminas biégenas
la N-glicosilacion parese no ser necesaria en la unién con el ligando o
en su acoplamiento a proteinas G, tal y como se ha visto en el caso de
receptores B-adrenérgicos purificados en los que un tratamiento para

eliminar residuos de carbohidratos no afecta a ninguna de estas dos
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funciones (Benovic et al., 1987). De la misma manera inhibidores de
la N-glicosilacion, como la tunicamicina, no afectan la union de
ligandos al receptor (Doss et al., 1985). Es muy probable que la
glicosilacion sea esencial para la distribucion subcelular de algunos
receptores, aunque no de todos. Se ha visto que en el caso del
receptor B-adrenérgico, receptores mutantes carentes de las
secuencias consenso de glicosilacion no llegan correctamente a la

superficie celular (Rands et al., 1990).

Otra caracteristica compartida por los receptores
catecolaminérgicos es la presencia de un residuo de cisteina (C)
conservado en el primero y segundo lazos extracelulares, aunque en
los receptores dopaminérgicos ademas se conservan dos cisteinas en
el tercer lazo extracelular (Il LE). Estos residuos se han relacionado
con la formacién de un puente disulfuro ya que, por ejemplo, la
sustitucién de cualquiera de estos dos por valina (V) en el receptor B-
adrenérgico origina un receptor mutante con propiedades de fijacion al
agonista alteradas (Dixon et al., 1987). De estos estudios de ha
deducido que el puente disulfuro no participa directamente de la
fijacion con el ligando sino que mas bién juega un papel fisico en el
mantenimiento de la estrucutura terciaria de los receptores acolados

a proteinas G (Mengod y Palacios., 1996).

La falta de homologia significativa en la secuencia de
aminodcidos y la variacién en la longitud del amino terminal entre
varios receptores adrenérgicos sugiere que no hay un rol funcional
general para el amino terminal (O'Dowd et al., 1989), aunque cada uno
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de los receptores adrenérgicos presenta sitios de glicosilacion

putativos en esta region.

Los receptores dopaminérgicos poseen varios sitios potenciales
de glicosilacién (Figura 6). La familia de los receptores D, poseen
dos sitios de glicosilaciéon, uno en el amino terminal y otro en el
segundo lazo extracelular. En el receptor D, de humano se encuentran
el las posiciones N° y N ' respectivamente (Hubbard et al., 1981).
Para los receptores D, y D, el nimero de sitios de glicosilacion se
incrementa a cuatro y estan ubicados en los dominios extracelulares.
En contraste, el receptor D, solamente posee un sitio de glicosilacion.
También se han encontrado en cada uno de los receptores de
dopamina clonados, dos cisteinas entre el primer y segundo lazos
extracelulares y se cree que son sitios de uniones disulfuro (Fraser
1989; Dohlman et al., 1990).

3.5. Extremo carboxilo terminal

En el extremo carboxilo terminal cerca al VIl STM existe una
cisteina (C**") presente en muchos receptores acoplados a proteinas
G, que se ha conservado a lo largo de la evolucion. Esta cisteina esta
palmitoilada, es decir, presenta un acido palmitico (acido graso) unido
covalentemente como en el caso de los receptores o, B -
adrenérgicos (O'Dowd et al., 1989) y el receptor de rodopsina
(Ovchinnikov et al., 1988). Si esta cisteina se sustituye por una alanina

(A) o fenilalanina (F) en el receptor a,, de humano, se impide la
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aparicion del acido palmitico y también evita la disminucion de los
niveles de receptores tras exposicion prolongada al agonista, conocida
como regulacion negativa (down-regulation) (Eason ef al., 1994). Este
fenomeno de regulacién negativa inducida por el agonista no se
presenta en el receptor adrenérgico a,., pues al no poseer la cisteina
tampoco tiene unido el acido graso, lo que evidencia el papel de los

acidos grasos en la regulacion de la expresion del receptor.

En los receptores de la familia D, esta cisteina es localizada en
la parte inicial de su largo carbolixo terminal, mientras que para la
familia de los receptores D, se encuentra en la parte final de su corto
carboxilo terminal. La funcién de esta palmitoilacion no esta clara aun
pero se cree que el grupo palmitoilo puede servir de ancla de parte del
extremo carboxilo del receptor en la membrana, controlando de esta
manera la estructura terciaria de esta region del receptor. La
sustitucion de esta cisteina por una glicina en el receptor p-adrenérgico
da lugar a una pérdida de la capacidad del receptor para activar las
proteinas G (O'Dowd ef al., 1989), sugiriendo que la naturaleza de la

cadena lateral en esta posicion es critica para la funcion del receptor.

La fosforilacién multiple puede incapacitar ciertos receptores
adrenérgicos para activar proteinas G. Los residuos de serina (S) en
la region carboxilo terminal del receptor B-adrenérgico se fosforilan por
una quinasa especifica que actia sobre el complejo ligando-receptor,
pero no sobre el receptor aislado. La fosforilacion en multiples lugares
impide al complejo ligando-receptor catalizar el intercambio GDP-GTP

y por consiguiente blogquea la transmision de la sefial. El receptor -
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adrenérgico se inactiva por fosforilacién multiple y el proceso contrario
es decir su desfosforilacion restaura la capacidad del receptor para

activar la proteina G (Murga y Mayor Jr, 1996).
4. FISIOPATOLOGIA

En mamiferos, los receptores para dopamina son importantes en
procesos de regulacion neuroendocrina, control motor y estados
patolégicos. En regiones del mesencéfalo como la sustancia negra, se
encuentran neuronas que contienen altos niveles de dopamina.
Algunos axones de estas neuronas terminan en el cuerpo estriado,
donde participan en el control de los movimientos complejos. En la
enfermedad de Parkinson se produce degeneracion de las sinapsis
dopaminérgicas en el cuerpo estriado, que pueden ser la causa de los
temblores musculares y la rigidez caracteristica de esta enfermedad.
De acuerdo con estudios de hibridacion in situ, que permiten la
visualizacion del ARNm en tejido cerebral, se han localizado los
receptores dopaminérgicos D,,y D, en los nucleos caudado, putamen,
accumbens y tuberculo olfatorio (Fremeau et al., 1991; Sunahara et al.,
1991; Tiberi et al., 1991; Weiner et al., 1991). Los receptores D5/ D3
en nicleos talamico parafacicular, mamilar lateral e hipocampo (Tiberi
etal., 1991).

Las drogas ahtipsicéticas conocidas como neurolépticos son
efectivas en el tratamiento de ciertos desordenes psiquiatricos, poseen
afinidad en el rango de nanomolar por los receptores dopaminérgicos,

en especial por los receptores D, Esta observacion junto con la
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expresion selectiva del ARNm del receptor D; en el nucleo accumbens
y el tuberculo olfatorio y |a alta afinidad de los receptores D, (corteza
frontal, amigdala, cerebro medio y puente) por los neurolépticos
atipicos como clozapina, sugieren que la disminucion de los sintomas
de la psicosis por neurolépticos puede ser en parte debida a su
habilidad para antagonizar los receptores D, y D,. Las disfunciones
motoras (sindrome extrapiramidal) observadas con el tratamiento
prolongado con neurolépticos puede ser debido a un incremento en |a

densidad de los receptores D, en el estriado (Sokoloff et al., 1990).

La clonacion molecular ha puesto de manifiesto que la
diversidad observada dentro de cada familia de receptores de
neurotransmisores surge de la existencia de genes distintos que
codifican diferentes subtipos de receptores. El gen para el receptor D,
humano fue localizado en el cromosoma 11g22-23 (Grandy et al.,
1989) y ha sido asociado con un polimorfismo de longitud del gen,
relacionado con alcoholismo y otras condiciones psiquiatricas
(Comings ef al., 1991), lo cual ha generado controversia (Bolos ef al.,
1990; Gelernter et al., 1991). Ademas, no hay suficiente evidencia
para asociar este polimorfismo a enfermedades como la esquizofrenia
(Moises et al., 1991) o maniaco depresion (Holmes et al., 1991).
Recientemente se ha publicado la localizacién cromosomica del gen
responsable de la enfermedad de Parkinson, el 4q21-23 autosémico
dominante (Shoulson, 1998). El gen para el receptor de dopamina D,
se ha localizado en el cromosoma 3q13.3 (Giros et al., 1991) y el gen
para el receptor D, en el brazo corto del cromosoma 11 el mismo

cromosoma para el gen del receptor D, (Van Tol et al., 1991).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

La DA esta implicada en numerosos trastornos del SNC donde
las drogas antipsicéticas son fundamentalmente antagonistas de
receptores de la familia D,, pero también, bloquean con alta afinidad
los receptores o,-adrenérgicos (Gingrich y Caron, 1993). Los
receptores dopaminérgicos y a,-adrenérgicos aunque presentan gran
homologia estructural y molecular, difieren fundamentalmente en la via
de sefializacion intracelular a la que estan acoplados. La unién de la
DA a su receptor produce la activacién o inhibicion de la AC, mientras
que la estimulacion de los receptores a,-adrenérgicos da lugar al inicio
de la via del inositol fosfato. Sin embargo, algunos autores sugieren
la existencia de un tipo de receptor dopaminérgico, diferente de los
hasta ahora clonados y caracterizados, que activa la via del inositol
fosfato y de cuya activacion resulta un incremento en la [Ca**]; (Felder
et al., 1988, 1989; Dearry et al., 1990). En la glandula pineal de
distintas especies se ha descrito la existencia de receptores
dopaminérgicos (Simonneaux et al., 1990, 1991) y fibras tirosina
hidroxilasa positivas pero dopamina B-hidroxilasa negativas (Jin et al.,
1988). Por otra parte, se ha demostrado que la DA tiene una accion
reguladora sobre la actividad de la enzima NAT (Deguchi y Axelrod,

1972) y la sintesis de melatonina (Axelrod et al., 1969) sugiriendo un
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importante papel funcional de la DA en la glandula pineal.

El presente trabajo, fruto de la conjuncién de cuatro diferentes
aspectos metodolégicos como son la técnica de registro de la
concentracion Ca** intracelular mediante microfluorometria en célula
Unica, la medida de la concentracién de AMPc por enzima inmuno
ensayo (EIE), la determinacién de la concentracion de inositoles
fosfato (IPs) mediante inositol marcado con tritio y la clonacién de
ADNCc por técnicas de biologia molecular, tuvo como objetivo general
estudiar la accion de la DA en células dispersas de la glandula pineal

de rata.

Nuestros resultados indican que la DA en estas células, no sélo
actaa sobre la via de la AC sino que, ademas, produce un incremento
de [Ca*] similar al producido por los agonistas a,-adrenérgicos (Marin
et al., 1996; Sugden et al., 1987).

El planteamiento experimental se centr6 en tres aspectos
fundamentales:
a) Estudiar farmacoldgicamente el tipo de receptor activado por DA
presente en las células pineales de rata.
b) Establecer la/s via/s de sefializacién intracelular mediante la/s
cual/es ocurre el incremento de calcio intracelular tras la estimulacion
con DA.
c) Determinar con técnicas de biologia molecular la presencia o no de

receptores dopaminérgicos.
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MATERIAL Y METODOS

1. CULTIVO CELULAR

Se utilizaron pinealocitos en cultivo primario procedentes de
glandulas pineales de ratas macho de la cepa Wistar,
aproximadamente de 100 a 150g de peso y de 25 a 30 dias de edad.
Las glandulas se extrajeron y trataron mediante dispersion enzimatica
y mecanica. Las células disociadas se sembraron en placas de Petri
conteniendo cubres tratados con poly-L-lisina. Posteriormente se
mantuvieron a 37 °C en atmésfera de 5% de CO, y en medio de cultivo

suplementado con suero bobino fetal y antibioticos.

1.1. Localizacién y caracteristicas generales de la glandula

pineal de rata

La glandula pineal o epifisis cerebral en la rata es un pequefio
6rgano de color blanco rosado que en su desarrolio ha migrado en
sentido dorsal para localizarse superficialmente bajo el craneo,
concretamente, a nivel del punto lambda de las coordenadas

estereotaxicas del cerebro de rata (ver Figura 1 de Introduccion).
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La glandula pineal en la rata esta conectada con el resto del
diencéfalo y tercer ventriculo por un pedunculo o tallo (que contiene
fibras nerviosas, vasos sanguineos y tejido conectivo). Esta glandula
tiene forma ovoide, mide ~ 1-2 mm de diametro y esta envuelta por una
capa de tejido conectivo o piamadre. Dicha estructura ocupa un
espacio triangular en cufia, delimitado rostralmente por el angulo que
forman la corteza cerebral retroesplenial y estriada de cada hemisferio,
al separarse del plano de simetria del cerebro. El limite dorsal de la
ubicacién de la glandula lo constituye el !6bulo 4 y 5 del cerebelo. La
base sobre la que descansa la glandula pineal es la depresion
existente entre los tubérculos cuadrigéminos superiores e inferiores.

Dos tipos celulares componen esta glandula, los pinealocitos y
la neuroglia. Los pinealocitos son las células principales de la glandula
pineal. En su origen filogénico eran auténticos fotorreceptores
directamente sensibles a la luz, conectados al cerebro por medio de
neuronas de segundo orden. Posteriormente, estos fotorreceptores
fueron evolucionando y desaparecieron las neuronas de conexion
(como en las tortugas, lagartos y aves). Finaimente, en los mamiferos,
los pinealocitos han perdido la capacidad de detectar directamente la
luz, convirtiendose en células neurosecretoras. La informacion del
estado del entorno luminoso llega a estas células a través del sistema
simpatico, de manera que la funcién de la pineal como transductor de
sefiales fotoperiddicas ha permanecido a lo largo de la evolucién
(Collin et al., 1986).

Los pinealocitos son células de aspecto estrellado con

prolongaciones semejantes a dendritas que terminan en unas
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pequefias expansiones celulares en intimo contacto con vasos
capilares. En su protoplasma destaca la existencia de un aparato de
Golgi bién desarrollado y de numerosas vesiculas de secrecion,
especialmente en la proximidad de las expansiones perivasculares. La
neuroglia esta integrada por células semejantes a los astrocitos,
presentes en el sistema nervioso central, por lo cual se les ha

adjudicado una funcién de soporte.

1.2. Extraccién de la glandula

Se emplearon 6 ratas en cada preparacién. Con cada animal se
procedié secuencialmente de igual forma. Las ratas se decapitaron
con guillotina (PANLAB, Esparia). Inicialmente, se seccion6 de forma
sagital la piel que recubre la calota craneana, esta fue expuesta y con
unas tijeras se realizé la craneotomia del hueso occipital y las
porciones mas dorsomediales de los huesos parietales. A
continuacion se retird esta seccién de hueso quedando al descubierto

la duramadre.

Tras retirar dicha membrana, y al ser la ubicacion de la gladula
muy superficial, esta quedé bién expuesta. Posteriormente la glandula
pudo ser facilmente extraida tras la seccién del pedunculo pineal que
la conecta al resto del diencéfalo, y se deposité en medio de cultivo
DMEM a temperatura ambiente. Los suplementos se prepararon como

se indica en la Tabla IV.
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Tabla IV. Solucién y suplementos para la extraccion de la glandula

pineal.

Compuesto [mM] Referencia

DMEM Life Technologies
BRL 11880-010

Acido ascoérbico 0.56 Sigma, A-4544

Albumina sérica bovina 1mg/ml Sigma, A-6003

EGTA 3.5 Sigma, E-4378

L-Glutamina 2 Sigma, G-6392

Penicilina- 50 ng/ml  Biomedicals

estreptomicina

Suero bovino fetal 5% Sigma, F2442

EGTA: etilén bis[oxietilennitrilo]-tetraacético.
DMEM: Dulbecco’s Medium Eagle Modified.

1.3. Dispersion celular

Obtenidas las 6 glandulas, se limpiaron de restos de tejido

conectivo y de vasos sanguineos con ayuda de pinzas finas (N° 3), tras

lo cual se lavaron en medio limpio. A continuacion, se pasaron las

glandulas a una solucién de idéntica composicién a la anterior pero

conteniendo 1.25 mg/mi de tripsina (tipo lil, T-8253, Sigma), y 80 n.g/ml

de deoxiribonucleasa Il (tipo IV, D-8764, Sigma).

Las glandulas se mantuvieron en un incubador (Steri-cult 200

incubator, Forma Scientific, Ohio, USA.) a 37 °C y una atmosfera de

95% O,y 5% CO, durante 30 min para la digestion enzimatica del

tejido conectivo. Transcurridos 15 min de incubacion, se pasaron cinco
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veces a través de una pipeta (Gold Seal 5 in 1/10 ml TD20 °C) esteéril

de 10 ml, para facilitar la accién enzimatica.

Una vez terminada la segunda incubacion, se detuvo la accion
de la tripsina mediante la adicién de 2% v/v de suero bovino fetal
(SBF) (F-2442, Sigma). Posteriormente, las células fueron
centrifugadas (Sorvall RT6000B) durante 5 minutos a 1000 rpm a
temperatura ambiente. Se desechoé el sobrenadante y al precipitado
resultante se le adicion6 2 ml de medio de dispersién celular y DNasa
(80ug/ml). La dispersion mecanica de las células se realizé con
pipetas Pasteur de vidrio recubiertas por una capa de sigmacote (SL-2,
Sigma) y con diametros de punta progresivamente menores. Esta
operacion se realizé suavemente, para evitar maltratar las células,

hasta obtener una solucién homogénea y turbia.

La soluciéon se pas6 a través de un filtro de gasa estéril y se
centrifugd durante 10 min a 1000 rpm. A este precipitado se le
adicioné 5 ml de medio de cultivo, suplementado con 10% v/v de SBF,
1% de penicilina-estreptomicina y 1% de L-Glutamina, este medio se
us6 para mantener las células pineales en incubacion hasta su uso.
Durante la dispersién y siembra celular, se mantuvieron condiciones de
esterilidad realizando este procedimiento en una campana de flujo de

aire laminar (Bio48, Faster, Italia.) y utilizando material de un s6lo uso.

1.4. Siembra y mantenimiento del cultivo celular

Las células fueron sembradas en cubres de vidrio (Deckglaser

Hirschmann N° 1, laborgerate, Germany) previamente preparados con
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poly-L-lisina, y depositados en una placa de Petri (35/10 mm) de
poliestireno estéril. El cultivo celular se mantuvo en un incubador a 37
°C y una atmosfera de 95% O, y 5% CO, hasta el momento del
registro (y hasta 5 dias después de la dispersion).

Previo a la extraccion de las glandulas pineales, se prepararon
los soportes para la siembra celular. Este proceso se realizé como
sigue a continuacion:

a) Se cortaron cubreobjetos de vidrio en trozos de aproximadamente
5 x 15 mm, con una punta de diamante, y se mantuvieron en etanol al
90% durante 15 minutos para eliminar posibles impurezas.

b) Se lavaron con agua desionizada y se secaron en la campana de
flujo de aire laminar, una vez secos, se flamearon en la llama de un
mechero btinsen.

c) Se depositaron en una solucién de poli-L-lisina (sal hidrobromuro,
P-1524, Sigma), 1 mg/ml, con tampén tris (hidroximetil) aminoetano,
pH 8.5, (TRIZMA 8.5, T-5378, Sigma) a concentracién de 19 mg/ml.
Este compuesto, formado por distintos poliaminoacidos de alto peso
molecular (>300.000 D), forma una matriz que favorece la adhesion
celular a la misma.

d) Una vez transcurridos 45-60 min, se extrajeron dichos soportes y se
lavaron con agua desionizada dos veces.

e) Posteriormente, se secaron y depositaron en una placa de Petri de

poliestireno, ya listos para la siembra celular.

El material empleado en este proceso, como las pipetas Pasteur
de vidrio, se esterilizaron en un autoclave (Microclave S-477, Selecta,

Espafia) durante 45 minutos a 125° C y 1.2 atmosferas.
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2. MICROFLUOROMETRIA

Por medio de la microfluorometria, y usando el indicador
fluorescente fura-2AM, se han monitorizado los cambios en la [Ca*'],
en células dispersas de glandula pineal. Esta técnica optica permite
cuantificar la emision de fluorescencia de una muestra microscopica
que ha sido marcada con una sustancia cuya radiacion de luz es

sensible a un parametro de interés.

2.1. Indicador de calcio

La deteccion de cambios transitorios de la concentracion de
calcio se denominé sefal transitoria de calcio, y su aumento
intracelular se detect6 por medios 6pticos. El indicador fluorescente
de calcio empleado fue fura-2AM (Molecular Probes, Eugene, OR,
EE.UU.). Este fluoréforo posee la capacidad de atravesar pasivamente
la membrana plasmatica, y esta conjugado con grupos ésteres acetoxi
metilos (AM), que una vez dentro de la célula son hidrolizadas por
esterasas intracelulares volviendose no permeables a través de la

membrana lipidica.

En la Figura 12 se muestra el espectro de excitacion de fura-2
in vitro, a concentraciones crecientes de calcio libre. En el eje de las
ordenadas se representa la intensidad de fluorescencia emitida a 510
nm después de ser excitada con diferentes longitudes de onda. A una
longitud de onda de excitacion de 340 nm el fura-2 incrementa su
emision de fluorescencia cuando une Ca*. Por el contrario, la emision

de fluorescencia es inversamente proporcional a la [Ca*']; a 390 nm.
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intensidad de emisién (510 nm)

250 3.00 350 400 450
longitud de onda de excitacién (nm)

Figura 2. Espectro de excitacion del fura-2 a concentraciones
crecientes de Ca®*. Se emplearon filtros de excitacién a 357 y 380 nm.
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La emision es independiente de la concentracion de calcio a 360 nm,
este es el punto isosbéstico del fura-2. La intensidad de emision
maxima, por tanto, se desplaza en el espectro de 370 nm a 340 nm
cuando una solucioén libre se satura con calcio. Este desplazamiento
permite usar el método de la razon de fluorescencia, que hace la
medida de calcio independiente de la concentracién del indicador y del

tamano de la célula (Grynkiewicz, 1985).

2.2. Equipo de microfluorometria

El equipo para la medida de la [Ca®*], esta ubicado dentro de
una jaula de Faraday la cudl esta cubierta con un pafio opaco para
evitar interferencias de la luz ambiental. Ademas de una camara de
registro, sistema de perfusion y mesa antivibratoria (Micro-g, TMC,

EE.UU.) el dispositivo experimental (Figura 13) esta compuesto por:

a) Un microscépio invertido (Zeiss, Axiovert 35) dotado con
epifluorescencia, que utiliza una lampara de xenén (XBO 75 W/2) como
fuente de luz para excitacion.

b) Un juego de filtros de excitacion (Optisk Laboratories, Lyngby,
Dinamarca), de emision y espejo dicroico, ademas de un diafragma en
la via de excitacion y otro en la de emision.

c) Un fotomultiplicador (Luigs & Neumann, Alemania) donde se
transduce la emisién de fluorescencia en sefal eléctrica, con una
fuente de alto voltaje, y que va montado con un adaptador en C al
microscopio, lo que permite que toda la luz pase hacia el fototubo o

hacia el binocular, o parte hacia uno y hacia otro.
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Figura 13. Dispositivo experimental empleado en microfluorometria
para el registro de sefiales de Ca?*. (Tomado de Marin A., 1995).
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d) Una unidad denominada controlador que alimenta el
fotomultiplicador, procesa la sefial procedente de este y controla el
movimiento de una rueda donde van ubicados los dos filtros de
excitacion.

e) Una interfase (Capitola California, Indec, EE.UU) para la
adquisicion y conversion digital de la sefial analégica, acoplada a un

ordenador personal (PC/AT).

Para optimizar la configuracion optica del sistema, se debe
lograr la maxima emision de fluorescencia empleando la minima
intensidad de excitacion. Esta respuesta depende de las caracteriticas
de los filtros, ademas de otros factores opticos. El método de
iluminacion es denominado de epifluorescencia o de excitacion por luz
reflejada. Este método consiste en que la luz excitadora llega a la
preparacion a través del propio objetivo, que actiia como condensador.
El mismo objetivo permitié el paso de la luz emitida por el indicador

fluorescente hacia el sistema de deteccion.

Por medio de un espejo dicroico, situado debajo del objetivo con
una inclinacion de 45°, se consiguié separar la radiacion de emision y
de excitacion del colorante. El haz de luz incidente con longitud de
onda menor que la de corte del espejo se reflejo, mientras que la de
longitud de onda superior a la de corte fue transmitida a través del
dicroico. La longitud de onda de corte del dicroico utilizado (BSP 430)
fue de 430 nm.

De esta manera la radiacién proveniente de la lampara de

excitacion que tiene una longitud de onda menor de 430 nm, fue
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reflejada y se coloco a través del objetivo en la muestra de estudio. La
fluorescencia emitida por la muestra fue, de una longitud de onda
mayor que la de excitacion, en este caso 510 nm, por lo tanto, es
transmitida a través del espejo dicroico y conducida al sistema de

registro.

El dispositivo experimental utilizado para la medida de la
fluorescencia (Figura 14), consta basicamente de una rueda con dos
filtros, SPW 357 y BP380/10. La rueda va situada entre la lampara de
xenoén y el microscoépio, pudiendo generar dos longitudes de onda de
excitacion, a 357 nm y 380 nm respectivamente. La emision resultante
de la excitacién a 380 nm se usé como sefial dependiente de Ca®*. La
sefial fluorescente necesaria para calcular la razén de fluorescencia se
obtuvo a partir de la excitacion a la longitud de onda de 357 nm.
Adicionalmente, hay un filtro Schott UG1 el cual proporciona un paso
de banda de 380 nm, y esta situado entre la rueda y la preparacion. El
filtro de emision, LWP 470 es colocado en el porta filtros de
epifluorescencia y el filtro SWP 540 a la entrada del fotomultiplicador.
Se us6 un objetivo Plan-noefluar (Zeiss) x40, con una apertura
numérica de 0.75.

La rueda portadora de los filtros de excitacion, fue manejada por
un controlador, que a su vez recibio la sefial eléctrica procedente del
fotomultiplicador. El controlador de tres canales de salida, dos de ellos
correspondiendo a la sefial de cada filtro y otro que midio la “sefial de
oscuridad” entre el paso de un filtro y otro. El efecto de luz de la
habitacién, al igual que la autofluorescencia del medio, se cancelaron
para cada una de las longitudes de onda, mediante el potencidometro

de cada canal.
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Figura 14. Dispositivo experimental para la medida de la fluorescencia. A.
Sefial de fluorescencia emitida a dos longitudes de onda de excitacion
(alrededor de 357 y 380 nm) transducida en sefal eléctrica en el
fotomultiplicador. B. Promedio de la amplitud de cada pulso de voltaje en
unidades arbitrarias (salida digital del convertidor A-D) representa la
modificacién de fluorescencia a 357 nm y 380 nm en funcion del tiempo tras
un estimulo. La intensidad de florescencia emitida a 357 nm y 380 nm es
directa e inversamente proporcional, respectivamente a la [Ca”’]. C. Via de
iluminacion del sistema de epifluorescencia empleado. La rueda de filtros va
situada entre la ldmpara de xenén y el microscopio y contiene un filtro SWP
357 (1), el filtro BP 380/10 (2) va colocado en la rueda en una posicion
simétrica a la del filtro SPW 357. El filtro UG 1 va situado en la via de
excitacion entre la rueda y la preparacion (3). El! portafiltros de
epifluorescencia es un soporte cubico que tiene un espejo dicroico (BSP 430),
colocado con una inclinacién de 45° (5). El filtro de emisién, LWP 470, se
localiza en el cubo de filtros de epiflucrescencia (6) y otro, SWP 540, a la
entrada del fotomultiplicador (7). Se emplearon dos diafragmas, uno en la via
de excitacién (4) y otro en la de emision (8).
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2.3. Calibracion del sistema

El procedimiento utilizado fue la calibracion in vitro, para el cual
se prepararon soluciones a concentraciones de calcio saturante, medio
y bajo, su composicion se ilustra en la Tabla V. En todos los casos €l
pH se ajusté a 7.2. La calibracién se realiz6 con fura-2 pentapotasio
(Molecular Probes, EE.UU.), a una concentraciéon de 1-10 uM. La
relacion entre las fluorescencias obtenidas mediante el uso de las dos
longitudes de onda excitatorias (F* / F*), nos dié como resultado la
concentracion de calcio citosolico libre de cada célula registrada. Para
hallar este valor se empleé el método de la razén de fluorescencia que,

obedece a la siguiente ecuacion:

(R—Rmin)
(Rpax~R) P

max

[Ca?] = K,

Las costantes de calibracién corresponden a:

R.... razén de fluorescencia a concentracion saturante de ca*

R.... razon de fluorescencia en ausencia de Ca**

R: razon de fluorescencia a una concentracion intermedia de Ca**

B: razén de fluorescencia del fura-2 libre y unido a Ca** a una
excitacion de 380 nm, F,,,.*° / F,,>%.

K,: constante de disociacion oscil6 entre 235-265 nM (Tabla VI).
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Tabla V. Soluciones de calibraciéon. Concentraciones en nM.

[Ca*] CIK | Cl,Ca | EGTA-Ca | EGTA-K, | HEPES
Ca® saturante | 145 10 10
Ca*" 300 nM 145 6.6 3.3 10
0Ca* nominal | 145 10 10

Tabla V1. Valores de calibracion del sistema.

R Ry R B Ko

L. MAX nin

209 | 01125 | 0.23 | 9.09 263
2.3 0.093 | 0.31 | 11.53 | 238.6

2.4. Camara de registro y sistema de perfusion.

La camara utilizada en los registros, se construy6 a partir de una
lamina de metacrilato transparente de 1.5 mm de espesor. Sus
dimensiones fueron de 4 X 7 mm, con un volumen de 200 pl. Los
farmacos utilizados asi como la solucion control se mantuvieron en
jeringas (50 ml) desde donde eran liberados por medio de la apertura
de valvulas conectadas a tubos plasticos (C-flex tubing, T-8413,
Sigma) que las trasportaban hasta la muestra celular. En la camara de
registro muy cerca de la entrada del tubo que conducia las soluciones,
se ubicaba el cubre con las células, opuesto a este sitio se fijo un tubo
de drenaje por donde se aspiraba continuamente el liquido sobrante
(Figura 15).
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Soluciones de registro

Células

A\

Bomba de succién

Figura 15. Esquema de la camara de registro y del sistema de
perfusion empleados en microfluorometria. Las soluciones control y
test fueron continuamente aplicadas por presion hidrostatica. El
drenaje se realizd por succion hacia un recipiente por medio de una
bomba de aspiraciéon. En todos los experimentos se colocé el cubre
con las células justo en la entrada del tubo de perfusion.
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2.5. Proceder experimental

El primer paso en la preparacion del fluoréforo consistio en
disolver 1mg de fura-2AM en 1ml de acetona. Posteriormente se
distribuy6 en alicuotas de 50ul que se introdujeron en una camara de
vacio (GyroVap L, Howe, USA.), donde se evapor6 la acetona,
quedando el colorante. Este se conservé a -20°C hasta el momento en
que se uso6 dimetilsulfoxido (DMSQ) (10 pl) para diluirlo.

Previo a cada experimento, las células se incubaron con 2 uM
de fura-2AM durante 10 minutos. Una vez cargadas las células con el
fluoréforo, se tomé el cubre que las contenia y se transportaron a la
camara de registro donde las condiciones de luz fueron compensadas
a las longitudes de onda de excitacién. Los registros se iniciaron,
aplicando alternativamente soluciones control y test, todo a

temperatura ambiente.

El transporte de las células hacia la camara de registro después
de la incubacion con el fura-2AM, se realizé transfiriendolas a una
solucién control donde fueron lavadas y se mantuvieron en esta
condicién hasta su uso, aproximadamente 10 minutos. Las células
restantes permanecieron asi durante 1 hora y fueron protegidas de la

luz ambiental.

2.6. Soluciénes de registro.

La preparacion de las soluciones empleadas durante la perfusion

celular, se realizé con agua desionizada por osmosis inversa (Milli-Ro
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6 Plus, Millipore) en resina de intercambio ionico (Milla-Q Plus,
Millipore), con una resistividad de 18 MQ cm. Las sales fueron

suministradas por Sigma.

Después de preparar soluciones concentradas de cada una de
las sales, se les midié la osmolalidad con un osmémetro de presion
vapor (Weiscor, Utah, EE.UU.), posteriormente, se calculé la
concentracion real de soluto en cada disolucion. A partir de estas
soluciones, se obtuvieron las demas soluciones finales y se ajustaron
a un pH de 7.3, (MicropH 2002 Crison, Barcelona, Espafia). La

osmolalidad de la solucion final se mantuvo entre 290 y 310 mOsm/Kg.

La composicion iénica de las soluciénes empleadas en el
registro de las concentraciones de calcio intracelulares se presenta en
la Tabla VII. Estas soluciones se suplementaron con 5 mM de glucosa
(Sigma), y 5 mM de acido ascérbico (Sigma). En la Tabla VIl se
presentan los diferentes productos usados en los experimentos y el
medio de solubilizaciébn empleado.

2.7. Adquisicién y analisis

Para el calculo y representacion grafica de las medidas de calcio
libre, se empled un programa que representa continuamente en la
pantalla del ordenador (100 puntos por minuto) las intensidades de las
dos longitudes de onda de excitacion (unidades arbitrarias) y los
valores de [Ca’"]. (nM). Estos datos se almacenaron para su posterior

medicién.
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Se utilizé un programa (convert) de analisis para cuantificar la
concentracién basal de calcio, la amplitud maxima y la duracion del
transitorio. La aplicacién de las sustancias y duraciéon de las mismas
(15 s) se indicaron con barras bajo el registro en cada una de las

graficas.

Tabla VII. Solucidnes de registro. Concentraciones en [mM].

Control 0Ca** -EGTA 2.5 Ca** 0 Na*

CINa 140 140 140

CIK 27 2.7 2.7 27
Cl,Ca 10 2.5 10
Cl,Mg 1 1 1 1
HEPES 10 10 10 10
EGTA 1

Glucosa 5 5 5 5
Acido 5 5 5 5
Ascorbico

Trizma 160

HEPES: acido 4-[2-hidroxietil]-1-piperacina-etanosulfonico.

Tabla VIII. Productos usados en los experimentos.

NOMBRE ABREVIATURA  DISOLVENTE REFERENCIA
BENOXATIAN BENO AGUA REI
BROMOCRIPTINA BROM ETOH RBI
CLOROETILCLONIDINA CEC AGUA RBI
COCAINA COCA AGUA RBI
DESIPRAMINA DE AGUA RBI
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NOMBRE ABREVIATURA  DISOLVENTE REFERENCIA
DOPAMINA DA AGUA/ETOH SIGMA
ESPIPERONA ESP ETOH /AGUA RBI
ETICLOPRIDA ETI AGUA/S. ACIDA RBI
FENILEFRINA PE AGUA SIGMA
FORSCOLINA FC ETOH /DMSO SIGMA
GBR-12909 GBR DMSO RBI
HALOPERIDOL HALO ETOH /DMSO SIGMA
ISOPROTERENOL ISO AGUA /ETOH SIGMA
IMIPRAMINA IMIP AGUA RBI
MELATONINA MEL MEOH RBI
NORADRENALINA NA AGUA RBI
PRAZOSIN PRAZ MEOH SIGMA
PROPRANOLOL PROP MEOH / DMSO RBI
QUINPIROLA QUINP SOLUC. ACIDA RBI
RISPERIDONA RISP ETOH RBI
SCH 23390 SCH AGUA RBI
SKF38393 SKF AGUA /ETOH RBI
TOXINA B. pertussis PTX AGUA RBI
WB-4101 WB ETOH RBI

Benoxathian: antagonista o,
Bromocriptina: agonista D,

CEC: bloquea receptores o,y

Cocaina: bloquea transportadores de DA
Desipramina: bloquea transportadores de
norepinefrina.

Dopamina: agonista D,/D,

Espiperona: antagonista D,

Eticloprida: antagonista D,

Fenilefrina: agonista a,(<1uM), agonista
aypB (>5uM).

Forscolina: activa la adenilato ciclasa
GBR-12909: inhibe transportadores DA
Haloperidol: antagonista D,/D,
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Isoproterenol: agonista

Imipramina: bloguea transportadores de
serotonina y norepinefrina.

Melatonina: activa receptores ML2.
Norepinefrina: activa receptores oy p.
Prazosin: antagonista o

Propranolol: antagonista [3

Quinpirola: agonista D,

Risperidona: antagonista D,, 5SHT,y o
SKF38393: agonista D,

SCH23390: antagonista D,

Toxina Pertussis: bloquea el paso de la
forma activa a inactiva de la proteina Gi.
WB-4101: antagonista «,, agonista SHT 4



Material y Métodos

3. DETERMINACION DE ADENOSINA MONOFOSFATO CiCLICO
(AMPc)

Parte de estos experimentos fueron realizados en el laboratorio
del Profesor Alonso Solis en la Universidad de la Laguna, Tenerife, y
parte en nuestro laboratorio. El ensayo se basé en la competencia
entre AMPc¢ marcado con peroxidasa (AMPc-p) y AMPc no marcado
(estandar y muestra) por ocupar un nimero limitado de sitios de unién
de un anticuerpo especifico de AMPc. Las cantidades de anticuerpo
y AMPc-p fueron constantes, asi la cantidad de ligando marcado con
peroxidasa unido por el anticuerpo fue inversamente proporcional a la
concentracion de la muestra o estandar unida por el anticuerpo. Es
decir, que a mayor concentracion de AMPc-p, menor es la

concentracion de AMPc presente en la muestra.

El ligando marcado con peroxidasa unido al anticuerpo es
inmovilizado sobre los pocillos de la microplaca los cuales traen un
segundo anticuerpo (fase solida) como se ilustra en la Figura 16, asi
los ligandos no unidos pueden ser removidos del pocillo por un simple
procedimiento de lavado. La cantidad de AMPc-p unido por el
anticuerpo es determinada por la adicién de TMB (sustrato de la
peroxidasa), cuya reaccion genera un color azul, el cudl tras la adicion
de una solucién 4cida se torna amarillo, para ser leido a 450 nm en un

espectrofotometro.
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Estandary

muestra Substrato

Fase solida Reactivo

/)

Pocillo Parada de la reaccion
y medida de laD.O.

Incubacion 3h 60min.

Figura 16. El| ensayo se fundamenta en la reaccién antigeno-
anticuerpo. El primer anticuerpo permanece inmébil dentro de los
pocillos de la placa (fase sélida o fija) donde se une el segundo
anticuerpo especifico para AMPc. La cantidad de AMPc-p unido por
el anticuerpo es determinada por la adicién de TMB y es inversamente
proporcional a la concentraciéon de ligando no marcado unido por el
anticuerpo.
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3.1. Medida de AMPc por enzima inmunoensayo (EIE)

La medida de AMPc se realiz6 por medio de Enzima-Inmuno
Ensayo (EIE) (RPN 225, Biotrak, Amersham). El AMPc se midié en el
rango de 12.5 a 3200 fmol/pocillo con el procedimiento no acetilado
que permitié elaborar una curva estandar de calibrado y medir 36
muestras por duplicado. El kit lo constituyeron los siguientes

elementos:

Microplaca de 96 pocillos, recubiertos con anticuerpos para IgG
de conejo (fase solida).

AMPc marcado con peroxidasa (AMPc-p).

AMPc estandar (AMPc) [32 pmol/ml] para ensayo no acetilado.
Anticuerpos especificos para AMPc.

Sustrato de la enzima TMB (tetrametilbenzidina)/hidrégeno
peroxidasa.

Tampén del ensayo (acetato de sodio), y tampén de lavado
(fosfato).

La reconstitucion de los reactivos y estandares se realizo con
agua desionizada, a temperatura ambiente y en todos los casos fueron

mezclados antes de ser usados.

3.2. Proceder experimental

En cada experimento se emplearon 36 ratas macho de 25 dias
de edad de la cepa Wistar, sometidas a un ciclo luz oscuridad 12:12.

Se decapitaron sin anestesia y se les extrajo la glandula pineal, que
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posteriormente se dispersaron segun protocolo (ver apartado 1.3). Se
sembraron de 150.000 a 200.000 células por placa, lo que equivale a
una relacion de 1 a 1,5 glandulas por placa aproximadamente y se
llevaron al incubador durante 24 horas, tiempo necesario para la
recuperacion de sus membranas. Antes de la siembra las placas

fueron tratadas con Poly-D-lisina (0.1 mg/ml).

3.3. Disposicion de grupos experimentales

El protocolo de estimulacion presenta un tiempo cero a partir del
cual se adicion6 IBMX (3-isobutil-1-methilxantina) a una concentracion
final en placa de 0.1 mM, para impedir la degradacién enzimatica del
AMPc. La estimulacién con drogas se inicié 60 min después del IBMX,
las placas se mantuvieron a 37 °C y 5% CO,. En el minuto 95 se inici6
la recoleccién de las células, se adicioné 200 pl del tampon del ensayo
que contiene acido acético y timerosal que contribuye a destruir las
membranas celulares e inhibir las fosfodiesterasas. Con ayuda de una
paleta plastica se removieron todas las células y se depositaron en los
eppendorfs correspondientes a cada placa, posteriormente se
almacenaron a -80 °C. Transcurridas 24 horas se descongel6 el
homogenado al bafio de maria a 100 °C durante 4 min, para degradar
la fosfodiesterasa. Para terminar de romper las membranas celulares,
las muestras se sonicaron durante 15 s a 20 KHz (Sonic & Materials
Inc. Vibra Cell. Danbury. USA.), teniendo cuidado en mantener limpio
el eje del sonicador y lavarlo con agua destilada cada vez que se

cambi6 de muestra.
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Los reactivos del ensayo se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 15 min aproximadamente, para que su accion fuera
optima en el momento de su uso. Las dos primeras filas de la
microplaca (A y B 1-12) permiten la elaboracién de la curva de
calibrado mediante la preparacion de diluciones progresivas (12.5 a
3200 fmol) de AMPc-p a partir de la solucién estandar concentrada.
Posteriormente, se adicionaron las muestras (100 pl) en los pocillos
restantes (C-H, 1-12) junto con el antisuero (anti-AMPc) (100 pl). Se
cubri6 la placa, cuidadosamente se mezcl6 y se incub6 de 3-5 °C
durante 2 h, tiempo suficiente para la fijacion del AMPc de la muestra.
Transcurrido este periodo de incubacion, se adicioné el AMPc-p (100
bl) (1 h) con el propédsito de ocupar los sitios de union libres.
Posteriormente se aspiré el contenido de cada pocillo y se lavaron
cuatro veces con 400 pl de tampén fosfato para retirar los anticuerpos
no unidos a la fase sélida, e inmediatamente se adicion6 el TMB
sustrato de la peroxidasa (150 pl), se incub6 a temperatura ambiente,
agitando continuamente y durante 1 h, tiempo en el que la reccion con
la peroxidasa le confiri6 un color azul. Tras la adiciéon de &cido
sulfurico [1M] (100 ul) cambié su color a amarillo, lo que permitio
determinar la densidad 6ptica de cada pocillo a 450 nm por medio del

lector de placa.

3.4. Adquisicién y analisis

El equipo utilizado para determinar los valores de densidad
optica (D.O.) a 450 nm, fue el lector de placa Mios, DMPL/CP/0592,
software version 3.7, Merck. Se calculé la media de la densidad optica

y el porcentaje de uniones del estandar de cada muestra mediante la
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siguiente ecuacion:

% B _ (D.O. x estandar 6 muestra — D.O. x NSB) x 100
B, (D.O. x B, - D.O. x NSB)

B = uniones de AMPc. (estandar y muestra)

B, = uniones de AMPc-p

NSB = non standard binding (uniones no especificas)
D.O. = densidad 6ptica

La curva estandar fue calculada tomando el porcentaje de B/ B,
en funcién del logaritmo de la concentracion de AMPc. Como los
valores de D.O. disminuyen a medida que la concentracion de AMPc
incrementa, la curva de calibracion describe una sigmoide decreciente
(Figura 17.).
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Figura 17. Curva estandar de calibrado para AMPc.
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4. DETERMINACION DE INOSITOLES FOSFATOS (IPs)

Estos experimentos se realizaron en el laboratorio del Prof.
Alonso Solis en la Universidad de La Laguna, Tenerife. La
determinacion de inositoles fosfatos totales (IPs) se realizé por medio
de inositol marcado con tritio. Las células pineales se incubaron
durante 12 horas con myo-[2-*H}-inositol ([ *H}-Is) (TRK911 B32,
Amersham), el cual se incorporé al metabolismo celular como fosfatidil
[*H]-inositol 1,4,5 difosfato ([*H]-PIP.,) de cuya degradacion enzimatica
se obtuvo la acumulacién de inositoles fosfatos ([°H]-IPs) totales. La
emision de radiaciones beta registradas en cada muestra, indico la

concentracion de inositoles fosfatos presentes.

Para la determinacion de [°H}-IPs se utilizaron columnas de
resina de intercambio i6nico, un contador de radiaciones beta, liquido
de centelleo (formula-989, NEF-989, Dupont) y tubos de centelleo
(3071401, E&G Division Instruments, Barcelona). La medida consistié
en determinar el nimero de cuentas por minuto por placa (Ci/placa)
registradas por el contador de radiaciones beta. Una vez programado
el equipo de registro se leyeron las muestras durante cinco minutos

aproximadamente.

4.1. Proceder experimental

Se usaron 68 ratas macho, Sprague-Dawley de 25 dias de edad,
sometidas a un ciclo luz-oscuridad 12:12. Se decapitaron y se realiz6
la extraccion y dispersion de las glandulas pineales (ver apartados 1.2

y 1.3.). Las células, una vez adheridas a la superficie de las placas
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tratadas con polilisina, se incubaron con [°H]-ls de modo que la
concentracion final fue de 3uCi/placa. Eltiempo de incubacion que fue
de 12 horas, se control6 rigurosamente, de lo contrario el [*H]-Is podria
incorporarse de forma significativa a otras rutas del metabolismo

celular, lo que llevaria a una interpretacion errénea de los resultados.

Para obtener una alta sensibilidad en el ensayo, se sembré de
250.000 a 300.000 células por placa. Una densidad menor de células
daria lugar a que la incorporacion de [*H]-Is fuera muy baja y, por
consiguiente, no se tendria suficiente cantidad de [*H]-IPs para ser
detectado por el equipo. Igualmente, para obtener |a radioactividad de
base presente en el medio, se tomé una alicuota de 4 pl de medio de
cultivo marcado y se le adicion6 4 ml de liquido de centelleo, el valor

resultante se sustrajo de los valores obtenidos de las muestras.

4.2. Estimulacién dopaminérgica

Finalizado el tiempo de incubacion con [*H}-Is, se llevaron las
células a una soluciéon de cloruro de litio [10 mM] donde se
mantuvieron durante 10 min, para inhibir la accion de las fosfatasas
responsables de la degradacion de los [°H]-IPs. Posteriormente se
estimularon las células con DA (50 uM), fenilefrina (1 uM) y espiperone
(10 y 100 nM) durante 60 min. La acumulacion de [*H]-IPs se midié en
funcion del tiempo de exposicion a DA y de su concentracion, (ver

resultados).

La recoleccion de las células se realizé colocando las placas en

hielo y aspirando el medio de cultivo, se lavaron dos veces con PBS
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a 37 °C y se adicioné 1 ml de metanol frio removiendo la superficie de
la placa con una paleta plastica, todo esto rapidamente para evitar la
evaporacion del alcohol. Las células se tomaron con una pipeta de 1
ml y se llevaron a tubos de 3 ml con cierre hermético que se

almacenaron a 3 °C.

4.3. Extraccion y purificacion de los [*H]-IPs

El proceso de extraccion y purificacion de los [*H]-IPs, se llevo
a cabo separando los fosfolipidos por medio de etanol, para ello se
adicion6 0.5 ml de agua ultra pura (pH=7) con 1 ml de cloroformo y se
agit6 vigorosamente. Luego se centrifugé a 3000 rpm durante 10 min
para conseguir una separacion en tres fases, este paso se repitio para
eliminar restos de cloroformo con [°*H]-fosfolipidos, ya que la cantidad
de radioactividad presente en los fosfolipidos es muy alta y podria

alterar considerablemente los resultados.

Se pas6 2.5 ml de la fase acuosa a través de las columnas de
resina de intercambio i6nico, en las que se fijaron en su superficie los
[’H]-IPs. Para su elucién se empled acido férmico [0.1 M], formiato
amonico [1 M] y se recogieron directamente en los tubos de centelleo.
A lo obtenido se le adicion6 10 ml de liquido de centelleo y finalmente
se procedid a cuantificar la radioactividad en un contador de

radiaciones beta con 5 minutos de lectura por muestra.
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5. CLONADO DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADNCc)

Estos ensayos se realizaron en el laboratorio del Profesor Lopez
Barneo. En el presente trabajo se emplearon diferentes técnicas
basicas de biologia molecular. Estas metodologias se usaron con el
propésito de aproximarse a las caracteristicas moleculares de la
proteina que media el incremento de Ca®* en células pineales de rata,

tras la aplicacién de dopamina.

La manipulacion del ADN por medio de técnicas como la
polimerizacion en cadena, mas conocida con la sigla PCR (Polymerase
Chain Reaction), permite en algunas horas, ampliar millones de veces
cualquier fragmento de material genético. Su utilizacion requiere
conocer previamente los extremos de la secuencia que se desea

ampliar.

La obtencion del ADNc de células pineales de rata, se logr6 por
medio de Transcriptasa Inversa (RT de la sigla en inglés Reverse
Transcriptase) a partir del ARNm, que sirvi6 de molde para la
amplificacion por PCR (RT-PCR), (ver mas adelante). En general, el
proceso incluyé la seleccién de oligonucleétidos, amplificacion por
PCR, transformacién en bacterias Escherichia Coli, secuenciacion y
comparacién en una base de datos. Los pasos sefialados en este

proceso son detallados a continuacion.

5.1. Extraccion del ARN

Se utilizaron 25 ratas macho de la cepa Wistar de 100 g de peso
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aproximadamente y 25 dias de edad. Tras la obtencion de las
glandulas pineales (ver apartado 1.2) se homogeniz6 el tejido (Omni
International, Inc. Gainesville) y se procedi6 a la extraccion del ARN,
mediante el método de tiocianato de guanidina y una purificacion
posterior con fenol/cloroformo (Sambrook, et al., 1989). El tiocianato
[4M] inhibe las ARNasas y la adicioén de acetato de sodio precipita el
ARN mayor de 50 bases. EIl proceso de lisis se logré mediante
agentes alcalinos consiguiendo una separacion en tres fases; en la
fase superior acuosa precipité el ARN, en la fase intermedia proteinas
y en la fase inferior restos de membrana celular; este paso se realiz6
dos veces. La concentracion de ARN se determiné por medio de un
espectrofotometro (DU 640 Beckman USA) a 260 nm y 280 nm,

posteriormente se mantuvo la muestra a -80 °C.

5.2, Eleccién de los oligonucleétidos

El primer paso para la eleccién de los oligonucleétidos
(secuencias cortas unicatenarias de nucleétidos) también llamados
primers o cebadores, consisti6 en comparar las secuencias de tres
familias de receptores. Los receptores dopaminérgicos (D,,, Dyg Dy
D), con los alfa-adrenérgicos (o, oz &, O,5) Y l0S beta-adrenérgicos
(B, B.), que fueron alineados para determinar las regiones mas

conservadas de sus segmentos transmembranarios.

Para realizar esta comparacion se accedio6 a la base de datos
del Centro Informatico Cientifico de Andalucia (CICA), donde esta
disponible el programa Wisconsin Package Version 9.1, Genetics
Computer Group (GCG), Madison, Wisc., que almacena las secuencias
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de las proteinas clonadas hasta el momento. Las secuencias de
interes fueron importadas, y alineadas con la herramienta denominada

PileUp. (Ver Figura 43 en Resultados).

Con base en los aminoacidos conservados entre los segmentos
transmembranarios Il y VI, se disefiaron dos o6ligonucledtidos
degenerados a los que se les asigné el nombre de DOP-1 y DOP-2 de
29 pares de bases de longitud cada uno. Las dianas para las enzimas
de corte (restrictasas) estan determinados por la secuencia GAATTC
para Eco-RI y ATCGAT para Clal, (Figura 18). Los oligonucleotidos

se solicitaron al servicio de sintesis de Pharmacia Biotech.

5.3. Amplificacién por PCR

Por medio de PCR, se ampli6 la muestra de ADNc obtenida del
homogenado celular. El procedimiento consisti6 en la
desnaturalizacion del ADNc aumentando la temperatura de la muestra
en presencia de los cebadores en cantidad sobresaturante. Al bajar la
temperatura se permitié que los cebadores se unieran al ADNc (de
cadena Unica) y se produjo la replicacion de la misma, que tiene lugar
desde el extremo 3'OH de cada cebador y siempre en direccion 5” a
3". Una vez replicada, se desnaturalizé para permitir de nuevo la union
de los cebadores repitiendo el ciclo. Este proceso se repitié 36 veces
durante 3 o 4 horas aproximadamente obteniendose una alta cantidad
de copias de ADNc, (Figura 19). EI ADN amplificado se analizé por
electroforesis en un gel de agarosa para verificar la digestion con
enzimas de restriccion y determinar el rendimiento de la reaccion de
PCR (Figura 20).
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Se comprende que la PCR se efectie con una polimerasa de
ADN resistente al calor, la Taq polimerasa, pues asi resiste los
sucesivos ciclos a alta temperatura sin perder su actividad. Debe
tenerse en cuenta que cuanto mas largo es el fragmento a amplificar,

mayor es la probabilidad que contenga errores.

5.4. Subclonado y transformacion

El proceso de subclonado en plasmido también llamado de
ligazon, se realiz6 mediante el vector pBluescript SK+/-(PBS) el cual
posee un gen resistente a la ampicilina. El vector se corté en sitios
especificos con enzimas de restriccion EcoRI para DOP-1 y Clal para
DOP-2, donde se fijé el ADNc obtenido de la PCR (inserto). La fijacion
se realiz6 mediante la accion de enzimas denominadas ligasas, que
poseen la capacidad de unir fragmentos de ADN (ADN recombinante),
este proceso tardé 1h a temperatura ambiente.

La purificacion del ADN amplificado por PCR se realiz6 mediante
las columnas de silica-gel (QIAGEN), donde se excluyeron posibles
contaminantes como dimeros de cebadores, cebadores, dNTPs y
sales. En la transformacion se us6 la cepa bacteriana E. Coli DH5a
por poseer baja tasa de recombinacion genética y un corto ciclo
celular. Esta cepa fue competente, es decir que tuvo la capacidad de
incorporar el ADN plasmidico cuando se someti6 al choque térmico
pasando de 4 °C a 42 °C durante 1 min, lo que generé pequenos
agujeros en la membrana celular bacteriana por donde ingresé dicho
ADN. Las bacterias se cultivaron durante 15 horas en medio con

antibiético, tiempo en el cual se amplificé el plasmido tras los
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Aminoacidos: A | S LwVv/I D RIS Y
DOP-1 5 -GC %GAA TTC GCC ATC AGC (A)T(T) GAC (A)G(G) TAC-3"
““““““““““““““ C G cC ¢

Aminoacidos: D E/K E G EQ/IK P T/A

DOP-2 5’-CCEATC GAT GAT (G)AA GAA (G)GG (G)A(G) CCA (G)CA-3"
B A C C A A
A A

Figura 18. Esquema de la secuencia de los oligonucleotidos
degenerados. Las dianas para las restrictasas Eco-RI (DOP-1) y Clal
(DOP-2) son sefaladas por los recuadros. Las degeneraciones se
indicaron escribiendo dos o mas letras para la misma posicion.
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Fragmento a ampliar

'

]

Elongacion (72 °C) A ]
dATP dCTP dGTP dTTP
>

Taq polimerasa

Figura 19. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). EI ADN a
ser amplificado se desnaturaliza calentando la muestra. Luego se
disminuye la temperatura para que los cebadores se hibriden
especificamente a la secuencia blanco. Se aumenta la temperatura
hasta tener las condiciones éptimas de trabajo para la ADN
polimerasa, la cual con los deoxinucledtidos (ANTPs) realiza la primera
sintesis del ADN. El producto de este primer ciclo se acumula
exponencialmente con cada ciclo de amplificacion posterior.
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564

Figura 20. Resultado de la electroforesis de ADNc amplificado en un
gel de agarosa.
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sucesivos ciclos de division celular. Por medio de un gel de agarosa
se comprob6 que estaba presente la banda que correspondia tanto al
plasmido (4300 pb) como al inserto (500 pb), (ver resultados).

Las bacterias se sembraron en placas de petri con glucosa y
ampicilina donde sobrevivieron aquellas colonias que fueron
resistentes al antibiético, es decir aquellas que incorporaron el vector.
Se tomaron muestras de las colonias crecidas (n=10 de pineal y n=10
de corteza cerebral) y se lis6 muy suavemente el cultivo mediante
tratamiento alcalino, abriendo en la membrana plasmatica bacteriana
agujeros pequefios que dejaron escapar el ADN plasmidico
recombinante de E. coli. Para producir una lisis suave, las mezclas se
hicieron por inversiéon para evitar destruir la membrana plasmatica.
Una vez obtenido, el ADN plasmidico se resuspendié en tampon TE
(Tris-HCI, EDTA), comprobando siempre su concentracion midiendo la
absorbancia a 260 nm asi como su limpieza calculando la relacion de
absorbancias entre 260 nm y 280 nm. La muestra de ADN se

almacené a una temperatura de -80° C.

5.5. Secuenciacién

En este paso se utiliz6 el kit de secuenciacién de ADN version
2.0, codigo US70770 de Amersham. El andlisis del ADN ampliado se
realizé directamente por electroforesis, que consistioé en hacer migrar
el ADN en una placa de gel de poliacrilamida bajo la accion de un
campo eléctrico, de este modo las moléculas se separaron en funcion
de su tamafio. La secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN

amplificado pudo determinarse una vez revelada la placa fotografica.
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La preparacion del gel se hizo con una solucién de acrilamida al
6.5 %, urea y tamp6n TBE (Tris, Boric acid y EDTA). Los cristales
destinados para la electroforesis se limpiaron a fondo con alcohol al
100 %, este fue un factor critico para el correcto funcionamiento de la
técnica. Una vez polimerizado el gel se procedié a descongelar las
muestras de ADN marcadas con azufre radiactivo dATP (*S), y se
adicioné de 2 a 3 yl en cada casilla del gel teniendo en cuenta el orden

de aparicién de los nucleétidos (G A T C) previamente establecido.

El gel con el material genético se expuso a un campo eléctrico
mediante una fuente de voltaje (EC600, E-C Apparatus corporation),
con lo cual inici6 el desplazamiento de las muestras hacia el polo
positivo de la placa, proceso que tard6é aproximadamente dos horas.
Una vez concluido este paso se procedi6 al secado al vacio del gel
(Gel Dryer, Model 583, Bio-Rad) durante 1 hora, y a continuacion se
colocd sobre una placa fotografica para ser impresionada por las

emisiones del is6topo radiactivo (**S) durante las 12 horas siguientes.

La placa se revelé6 mostrando los sitios de presencia de
radioactividad que fueron leidos cuidadosamente, estableciendo el
orden de aparicion de los nucleétidos. Se transcribieron por triadas a
la base de datos del GenBank donde por medio del programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) se compararon las secuencias

obtenidas con las de receptores dopaminérgicos y adrenérgicos.
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RESULTADOS

1. EFECTO DE CATECOLAMINAS SOBRE EL CALCIO CITOSOLICO

1.1. La DA induce un incremento de la [Ca**],con un curso

temporal bimodal

La aplicaciéon extracelular de DA indujo modificaciones
transitorias de los niveles basales del calcio citos6lico libre en la célula
pineal. En la Figura 21A se ilustra un ejemplo representativo del
efecto de la aplicacion de DA sobre la [Ca*'], medido en una Unica
célula y utilizando una concentracién de Ca** extracelular fisiologica.
Desde una [Ca®'], en reposo de 50 nM y tras una latencia de ~15 s del
comienzo de la aplicacion, el nivel de calcio citos6lico aumenté hasta
alcanzar un valor maximo de 350 nM, tras lo cual fue decreciendo de
forma rapida. Antes de retornar al nivel basal, sin embargo, se produjo
una segunda elevacion transitoria de Ca®* citosélico en forma de
meseta. La duracion de la meseta dependi6é directamente de la
duracion de la aplicacion del neurotansmisor, no produciéndose con

aplicaciones cortas (< 15 s) (Figura 21C).
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Figura 21. Modificaciones de la [Ca*;tras la aplicacion externa de DA
(5 uM). A. Registro en presencia (2.5 mM) de Ca* extracelular. B.
Registro en ausencia de Ca** extracelular (0 Ca®*) con EGTA (1 mM).
C. Registro de corta aplicacion del estimulo.
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1.2. Liberacion de Ca* de almacenes intracelulares y

entrada de Ca* desde el medio externo

En ausencia de Ca* extracelular (0 C&*), la aplicacion de DA
produjo una elevacion transitoria monofasica de los niveles de calcio
citosélico (n=8) con un curso temporal similar al primer componente de
la respuesta en solucion control, tal y como se muestra en el ejemplo
de la Figura 21B. Estos datos sugieren que el incremento de Ca**
inducido por DA en presencia de calcio extracelular se debe a la
liberacion de Ca®* de los reservorios intracelulares (primer transiente)

y a la entrada de calcio desde el medio externo (fase de meseta).
1.3. Curva dosis-respuesta [DA]-[Ca*']

La amplitud del transitorio de Ca®* en respuesta a
concentraciones de DA comprendidas entre 2 y 75 uM se estudio en
un total de 116 células. Las amplitudes medias de las respuestas
obtenidas a las distintas concentraciones de DA se representan en la
Figura 22. Los valores experimentales se ajustaron a la funcion de

Michaelis-Menten de tipo

29 _ [Ca2 [DA]
[Ca™], = [Ca™],,, [DA]+K,

donde [Ca®"]i

espigas a concentraciones saturantes de DA, y Kd la concentracion de

representa la amplitud maxima promedio de las

max

DA a la que se alcanzé la mitad de la amplitud maxima.
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Figura 22. Relacion entre la concentracion de DA y el incremento de
la [Ca*"]. Mediay error estandar de las amplitudes de los incrementos
de [Ca®*], para concentraciones de 2, 3, 5, 10, 25, 50, 75 uM de DA
(n=116). Los datos se ajustaron a la ecuacioén de Michaelis-Menten,

conuna Kd =5 uM.
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El rango dindmico de concentraciones donde se obtuvo
respuesta gradual fue de 3 a 10 uM DA. Concentraciones < 3 yM
fueron con frecuencia ineficaces para inducir transitorios de Ca*
mientras que concentraciones >10 uM produjeron incrementos [Ca*"],

proximos a niveles maximos. El valor estimado de Kd fue 5 uM.

1.4. Incrementos en la [Ca*], inducidos por DA y fenilefrina.

Las caracteristicas de la sefial de Ca** inducida por la aplicacion
de DA fue muy similar a la obtenida en estas mismas células con
fenilefrina o noradrenalina (Marin et al., 1996), es decir, un transiente

rapido seguido de una fase de meseta de duracién variable.

La mayoria de las células respondieron a la aplicacion tanto de
DA como de fenilefrina (Figura 23, A), aunque en aproximadamente el
20% de los experimentos hubo células que fueron sensibles a
fenilefrina y no a DA (Figura 23, B). El porcentaje de células no
sensibles a DA vari6 entre distintos cultivos llegando a ser en algunos

experimentos hasta del 100%.

En las células sensibles a DA y fenilefrina, la aplicacion repetida
de estos neurotransmisores a concentraciones saturantes tuvo efectos
distintos en las sucesivas amplitudes de las respuestas. Mientras que
las amplitudes de los transitorios de Ca®* generados por fenilefrina
decrecieron ligeramente con las sucesivas aplicaciones de esta droga,
las respuestas a DA decrecieron de forma mucho mas rapida,
independientemente de la secuencia en que se aplicaron los distintos

neurotransmisores (Figura 24, Ay B). Estos resultados muestran una
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Figura 23. Distinta sensibilidad a la aplicacién de DA y fenilefrina en
dos células. A. Célula sensible a DA (5 uM) y fenilefrina (1 pM).
B.Célula sensible a fenilefrina pero no a DA (iguales concentraciones
que la célula en A).

85



Resultados

>

300 -
s
£ 200 -
s
= 100 -
o4 DA PE DA PE DA PE

P
r 1 1 r r .ttt 7r1r7T1r7°1t1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 24. Desensibilizacién de las respuestas de Ca* ante
aplicaciones sucesivas de DA (50 uM) y fenilefrina (1 uM) en dos
células (A y B).
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mayor desensibilizacion de la respuesta ante la aplicacion de DA que
la obtenida con fenilefrina (véase mas adelante apartado de

Discusion).

1.5. Los agonistas dopaminérgicos no aumentan la [Ca™];

Se utilizaron distintos agonistas dopaminérgicos, tanto de la
famlia D, (SKF38393 y apomorfina) como D, (bromocriptina y
quinpirola) para estudiar su efecto sobre los niveles de [Ca*’]. En la
Figura 25 se muestran dos ejemplos representativos de las respuestas
obtenidas. En la parte A de la figura se observa que la estimulacion
con DA produjo un incremento de Ca**, mientras que la estimulacion
con SKF38893 no provocod ninguna respuesta. En la parte B de la
figura se observa que de igual forma al aplicar quinpirola no se
evidencié ningin cambio en la [Ca®*]. En la Tabla IX se muestra el
resumen de los resultados obtenidos en 24 células con la aplicacion de

los distintos agonistas dopaminérgicos.

Tabla IX. Efecto de distintos agonistas de la familia D, y D, sobre la
[Ca?], (n=24).

Agonistas Concentracion (uM) | Incremento [Ca®*], | n
Apomorfina 50 no 4
(Familia D,/ D,)

Bromocriptina 50 no 5
(Familia D,)
Quinpirola 100 no 3
(Familia D,)
SKF38393 25-200 no 12
(Familia D)
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Figura 25. Agonistas dopaminérgicos no incrementan el Ca*
intracelular. A. Niveles de [Ca**], medidos en una célula expuesta a DA
(50 uM) y SKF38393 (200 uM). B. Igualmente una célula expuesta a
quinpirola (100 uM).
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Por tanto, se encontré6 una ausencia total de respuesta, aun
cuando las concentraciones de agonistas dopaminérgicos usadas en
estos experimentos fueron muy superiores a las reportadas en Ia
literatura para la activacion de los receptores tanto de la familia D,
como D.; por ejemplo, los valores de Ki para quinpirola se encuentran
entre 40-14000 nM (ver, en introduccioén, Tabla lll). Estos datos nos
indican, por tanto, que las caracteristicas farmacolégicas de los
receptores que median el incremento de Ca** en respuesta a DA en
células pineales no son compatibles con la de los receptores

dopaminérgicos.

1.6. Los antagonistas dopaminérgicos inhiben el incremento
de la [Ca*'], inducido por DA

Con el propésito de estudiar el efecto de los distintos
antagonistas dopaminérgicos sobre la [Ca®*"], se compararon las
amplitudes de las sefiales obtenidas tras aplicaciones sucesivas de
DA en ausencia y presencia de estas drogas. Como se Vi
anteriormente, la estimulacién repetida con DA produjo transitorios de
Ca®* de amplitudes progresivamente decrecientes (véase Figura 24),
fenémeno posiblemente debido a la desensibilizacion y/o a la
deplecion progresiva de los reservorios intracelulares de Ca**. A fin de
minimizar este factor a la hora de estudiar el efecto de los antagonistas
se utilizaron concentraciones relativamente bajas de DA (5 pM) y se
emplearon aplicaciones breves (~15 s) (Figura 26, A). Con este
protocolo se obtuvieron respuestas regulares que sirvieron para
estandarizar el porcentaje de disminucién de la respuesta debido a

desensibilizacién. En la Figura 26, B se han representado los valores
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Figura 26. Disminucion de los incrementos de Ca* tras aplicaciones
repetidas de DA (5 uM) en ausencia de antagonistas. A. Aplicaciones
(15 s) sucesivas de DA en una célula. B. Valores normalizados de la
amplitud méaxima del transitorio de Ca?* utilizando el protocolo anterior,
medido en 6 células.
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medios de las amplitudes de los transientes de Ca** obtenidos en 6
células durante tres aplicaciones sucesivas de DA. Normalizando la
amplitud de la respuesta de la primera aplicacién al 100 %, ia amplitud
media (+ e.e.m) de la segunda respuesta fue del 71% + 6,76 y del 58,6
% + 5,79 la de la tercera. Estos valores se tuvieron en consideracion
para corregir por este factor |la respuesta observada en presencia del

antagonista y depués del lavado (barras blancas en Figuras 27-33).

A continuacién se presentan los resultados obtenidos con los
antagonistas dopaminérgicos: haloperidol, espiperona, risperidona y
SCH23390. En la Figura 27 se muestra el efecto sobre la respuesta
de Ca* inducida por DA en presencia de haloperidol (antagonista D,
/ D,). En la parte A de la figura, se observa la ausencia de inhibicion
tras la aplicacion de 1 nM de haloperidol en una célula, mientras que,
en la parte B de la figura se muestra una inhibicion casi total de la
respuesta tras la aplicacién de 100 nM de haloperidol en otra célula.
En el panel C se muestran los resultados obtenidos en 26 células,
donde se aplicaron concentraciones de haloperidol comprendidas entre
1y 1000 nM. La inhibicién se hizo aparente a partir de 10 nM, y la
recuperaciéon, tras el lavado del antagonista, fue total a
concentraciones < de 100 nM. En el panel D se muestra el porcentaje
de inhibicion de las respuestas una vez corregidas por el decremento
debido a la desensibilizacion. La Cl;, se estimé en 15 nM (ver
TablaX).

La aplicacién de DA junto con espiperona (antagonista de la
familia de los receptores D, y a,z-adrenérgicos) inhibié el incremento

de la [Ca®"], mediado por DA (5 uM) de forma concentracion
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Figura 27. Respuesta de Ca®" inducida por DA (5 uM) en presencia
o ausencia de haloperidol. A.y B. Aplicaciones sucesivas de DA en
presencia de 1 y 100 nM haloperidol, respectivamente, durante la
segunda aplicaciéon de DA en dos células. C. Amplitud relativa del
incremento de Ca®* utilizando el protocolo anterior (n=26). D.
Porcentaje de inhibicién en funcién de la concentracion de haloperidol.
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dependiente. La inhibicion fue evidente a partir de 10 nM y total a 100
nM, siendo reversible la respuesta a todas las concentraciones

utilizadas (Figura 28). La Cl, se estim6 en 20 nM (ver Tabla X).

La aplicacion de risperidona (antagonista D, y SHT,/,c) (10-1000
nM) inhibi6 la respuesta a DA (10 uM) (n=21), con valores de Cls, <10
nM (Figura 29 Ay B). Para las partes C y D de la figura véase mas
adelante.

La estimulacién con DA en presencia de SCH23390 (1-10000
nM) mostré inhibicién a partir de 100 nM, obteniendose una inhibicion
total a una concentracién de 10 uM (datos no mostrados). La Cls, se
estimé en 1700 nM, valor similar a la Cl, de este antagonista para los
receptores dopaminérgicos de la familia D, (véase Tabla lll). En la
Tabla X se muestran los valores de concentraciones de los diferentes
antagonistas dopaminérgicos utilizados que inhibieron el 50% de la
respuesta a DA. El orden de potencia de estas drogas fue risperidona
> haloperidol > espiperona > SCH23390.

Tabla X. Valores de Cl;, para diferentes antagonistas dopaminergicos
en células estimuladas con DA.

Antagonistas Cly, (nM) n
Risperidona <10 21
(Familia D, / 5HT,p,g)

Haloperidol 15 26
(Familia D, / D,)

Espiperona 20 20
(Familia D,, o5, 5HT s, 5HT 5, 5HT,¢ )

SCH 23390 1700 22

(Familia D, / D,)
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Figura 28. Respuesta de Ca®* inducida por DA (5 pM) en presencia
0 ausencia de espiperona. A.y B. Aplicaciones sucesivas de DA en
presencia de 10 y 100 nM espiperona, respectivamente, durante la
segunda aplicacién de DA en dos células. C. Amplitud relativa del
incremento de Ca** utilizando el protocolo anterior (n=20). D.
Porcentaje de inhibicion de la respuesta en funcién de la concentracion
de espiperona.
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Figura 29. Inhibicion de la respuesta de Ca®* en presencia de
risperidona. En Ay B la respuesta de DA (10 pM) (n=21) es inhibida
por risperidona (Cls, <10 nM). B y C muestran la inhibicién de la
respuesta de fenilefrina (1 uM) (n=20) tras la aplicacién de risperidona
(Clsg ~250 nM).
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1.7. Los antagonistas adrenérgicos inhiben el incremento de la
[Ca®'], inducido por DA

La aplicacion de prazosin, antagonista o -adrenérgico, inhibio el
incremento de Ca** intracelular inducido por DA a concentraciones aun
mas bajas que los antagonistas dopaminérgicos (véase Tabla X). Con
prazosin se observé una inhibicién practicamente total con 10 nM
(Figura 30, B). Concentraciones >5 nM de prazosin hicieron
irreversible la inhibicién de la respuesta (Figura 30, C). El valor
calculado para la Cls, fue de ~3 nM (véase Tabla Xl). El prazosin,
ademas de ser un antagonista a,-adrenérgico, se ha descrito también
como un antagonista del receptor de melatonina ML2 (Molinari et al.,
1996). En nuestros experimentos, sin embargo, la aplicaciéon de
melatonina entre 50-200 uM (n=5 ) no produjo variaciones en la [Ca’"],
lo que descarta este hipotético efecto del prazosin sobre

autoreceptores de melatonina en estas células (datos no mostrados).

La baja concentracién de prazosin para inhibir la respuesta de
Ca”, junto con la ausencia de efecto de los agonistas dopaminérgicos,
sugieren que el hipotético receptor activado por DA pudiera ser de tipo
a,-adrenérgico. Por otro lado, el que no todas las células sean
sensibles a DA y que la desensibilizacion sea mas rapida con DA que
con fenilefrina (véase apartado 1.4.) sugiere que las respuestas
mediadas por estos agonistas ocurren a través de la activacion de, al
menos, dos tipos de receptores o -adrenérgicos. Para estudiar esta
posibilidad se utilizaron distintos antagonistas “selectivos” de subtipos

de receptores o,-adrenérgicos.
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Figura 30. Respuesta de Ca* inducida por DA (5 uM) en presencia o
ausencia de prazosin. A.y B. Aplicaciones sucesivas de DA en
presencia de prazosin (1 y 10 nM, respectivamente), en 2 células. C.
Amplitud relativa del incremento de la [Ca®"]; utilizando el protocolo
anterior (n=16). D. Porcentaje de inhibicién de la respuesta en funcion

de la concentracién de prazosin.
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La aplicacion de WB4101 (antagonista selectivo o uqcip
adrenérgico) a diferentes concentraciones (10-1000 nM) inhibié (n=17)
la respuesta generada con DA (5 pM). La respuesta fue poco
reversible a concentraciones > 500 nM (Figura 31, A). En la parte B
de la figura se muestra la relacion dosis dependiente entre la
concentracion de WB4101 y la inhibicién de la respuesta (Cls, <10 nM).
De igual forma, la aplicacion conjunta de fenilefrina (1 pM) y WB4101
(10-1000 nM) inhibi6 la respuesta (n=33), pero a concentraciones mas
altas. A todas las concentraciones a las que se produjo inhibicion la
reversibilidad fue total. La relacion entre la [WB4101] y la inhibicién de
la respuesta generada con fenilefrina se puede apreciar en la parte D
de la figura (Cl,,=100 nM) (véase mas adelante apartado de
Discusién).

La respuesta ante la estimulacién con DA (10 pM) fue inhibida
por la aplicacién de benoxathian (antagonista o) €n el rango 0.1-
100 nM (n=22). La inhibicion maxima de la respuesta obtenida a
concentraciones saturantes fue del 80 %. En la parte Ay B de la
Figura 32 se muestra la relacion entre la concentracion de benoxathian
y la inhibicion de la respuesta a DA (Cls,<1 nM). La inhibicion de la
respuesta generada con fenilefrina (1 pM) a concentraciones
saturantes de benoxathian (0,5-5 uM) disminuy6 la amplitud de la sefial
de Ca* entre el 70-90 % tal y como se muestra en la parte C y D de la
figura.
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Figura 31. Inhibicién de la respuesta de Ca®* en presencia de
WB4101. Ay C muestran la inhibicion de las respuestas a DA (5 uM)
(n=17) y fenilefrina (1 uM) (n=33), respectivamente, tras la aplicacion
de WB4101 (10-1000 nM). La relacion entre la [WB4101] y la
respuesta, indica un mayor efecto sobre la estimulacién con DA (Cls,
<10 nM) que con fenilefrina (Cls, =100 nM), parte B y D de la figura.

99



% Respuesta maxima

% Inhibicion

120 -
100 o
80 +
60 -
40 -
20 -

Dopamina 10 uM

100 -
80
60 -
40 -
20 -

®)

®

|| I,I’
100
Benoxathian [nM]

Figura 32.

1000

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

Resultados

Fenilefrina 1uM i

Il BENOXATHIAN
Recuperacion

=T

100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

0 - oW
o

%
" %(5) )

©)

0

1 2 3 4 5
Benoxathian [uM]

Inhibicion de la respuesta de Ca®* en presencia de

benoxathian. Ay B muestran la inhibicion de la respuesta de DA (10
MM) (n=27) tras la aplicacion de benoxathian (0.1-1000 nM) (Cls, <1
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El orden de potencia de los antagonistas a,-adrenérgicos con

DA como estimulo fue: benoxathian > prazosin > WB4101 (Tabla XI).

Tabla XI. Valores de Clg, para diferentes antagonistas adrenérgicos.
Los valores estan dados en nM.

Antagonistas DA-Cl, PE-Cl,, |
Benoxathian (o, ,p) <1 -
Prazosin (o) ~3 2.5
WB4101 (X p1¢/1p) <10 100

Estos resultados, por tanto, muestran que la respuesta del
incremento de Ca** inducida por DA se inhibié tanto por antagonistas
dopaminérgicos como por antagonistas a,-adrenérgicos. De igual
forma, la estimulacion con fenilefrina se inhibi6 no soélo por
antagonistas «o,-adrenérgicos sino también por antagonistas
dopaminérgicos. La Figura 33 muestra la inhibicién de la respuesta
a fenilefrina por haloperidol a concentraciones incluso ain mas bajas
(Cl;,<10 nM) que las necesarias para inhibir la respuesta de Ca*
cuando el agonista es la DA (véase Tabla X). La risperidona,
antagonista dopaminérgico y o,z-adrenérgico, también inhibi6 la
respuesta ante la aplicacion de fenilefrina pero a concentraciones
aproximadamente 25 veces mayores que las necesarias para inhibir la

respuesta a DA (véase Figura 29).

Ademas, se realizaron experimentos en los que las células se

incubaron con cloroetilclonidina (CEC), agente alquilante de receptores
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Figura 33. Respuesta de Ca* inducida por fenilefrina (1 uM) en
presencia o ausencia de haloperidol. A. Aplicacion de fenilefrina en
prresencia de haloperidol (1 uM) en una céiula. B. Amplitud relativa
del incremento de Ca?" utilizando el protocolo anterior (n=24). C.
Porcentaje de inhibicién en funcién de la concentracién de haloperidol.
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preferentemente adrenérgicos a,;. Este compuesto tiene la capacidad
de adicionar un grupo alquilo, ya sea metilo (CH;) o cloroetilo
(CH,CH,CI) a un grupo hidroxilo (OH) préximo al sitio de union del
ligando al receptor, dando lugar a la inhibicién de la respuesta al
agonista (Torchilin et al., 1979). Las células se incubaron con CEC (10
y 50 uM) durante diferentes tiempos (10, 20, 40 y 60 min). En las
células estimuladas con DA (5 uM) la inhibicion de la respuesta
completa con 50 yM CEC (n=5). Concentraciones menores (10 uM)
produjeron una inhibicién (n=16) del 44% (Figura 34, A). En las
células estimuladas con fenilefrina (1 pM) la inhibicién con 10 y 50 M
de CEC fue de 49.76 (n=21) y 69.33 % (n=9), respectivamente (Figura
34, B). EIl tiempo de incubacién, aparentemente, no afectd las

respuestas.

1.8. Incremento de la [Ca?*"], y transportadores de

catecolaminas

La DA, ademas de, o en vez de, ejercer su efecto de incremento
de la [Ca®], a través de la activacion de receptores o ,-adrenérgicos
pudiera estar incrementando la concentracién intracelular de este
catién por otros mecanismos. Uno de ellos es a través de la activacion
de un transportador para catecolaminas, ya sea para DA o para
noradrenalina. Las afinidades aparentes para DA de estos
transportadores en células de rata en cultivo son de 3.2 y 0.2 uM,
respectivamente (Buck y Amara, 1994). Los transportadores de
catecolaminas se consideran electrogénicos y pudieran producir un
incremento en la [Ca®*] a través de la despolarizacién asociada al

cotransporte de Na' que, a su vez, activase canales de calcio
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Figura 34. La respuesta de Ca** mediada por catecolaminas es
inhibida por CEC. En la parte A de la figura se muestra como tras la
incubacion con CEC (10 y 50 uM) (n=21) las respuestas a DA (5 uM)
son inhibidas. La estimulacion con fenilefrina (1uM) también es
afectada por CEC (10 y 50 uM) (n=30), parte B.
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Resulfados

voltaje-dependientes en los pinealocitos. A fin de probar esta hipotesis
se comprobd la sensibilidad de la respuesta de Ca** inducida por DA
a distintas drogas bloqueantes como cocaina que actua sobre los
transportadores de DA, noradrenalina y serotonina, o mas especificas,
como desipramina e imipramina (inhibidores de los transportadores de
noradrenalina) y GBR12909 (inhibidor de los transportadores de DA)
(Tabla XII en Discusion). Asi mismo, se realizaron medidas de la
[Ca*} en respuesta a DA en ausencia de ‘Na extracelular. Los

resultados obtenidos se presentan a continuacién.

La aplicacion extracelular de 100 nM desipramina no altero la
respuesta de calcio citosoélico inducida con DA (5 uM) (Figura 35, A),
mientras que a concentraciones de desipramina de 500 nM Ia
respuesta fue inhibida casi totalmente (Figura 35, B). La curva dosis-
respuesta del efecto de la desipramina se realiz6 con un total de 26
células y se obtuvo una Cl;,=250 nM (Figura 36, circulos negros).
Resultados similares se obtuvieron con imipramina (inhibidor de
transportadores de 5-HT y noradrenalina). La aplicacién de DA junto
con imipramina, a una concentracién de 1 pM, inhibié el 90 % de la

respuesta. La Cls, se estimé en <100 nM (n=15, datos no mostrados).

Por el contrario, los incrementos de Ca** en respuesta a la
estimulacion con fenilefrina (1 uM) no se vieron afectados por
desipramina (250-1000 nM), (Figuras 35, C y 36, circulos claros), ni
por imipramina (1000 nM) (n=5, datos no mostrados). La estimulacion
con noradrenalina (n=5) tampoco se vié afectada por desipramina
(1000 nM) (Figura 35, D).
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Figura 35. A.y B. Respuesta a DA (5 uM) en ausencia o presencia de
desipramina (DES) (22 aplicacion), a 100 y 500 nM, respectivamente.
C. Respuesta a fenilefrina (PE) (1 uM) en ausencia o presencia de
desipramina (22 aplicacién), a 500 nM. D. Respuesta a noradrenalina
(NA) (1 uM) en ausencia o presencia de desipramina (12 y 32
aplicacion), a 1 yM. En todos los casos el tiempo de estimulacion fue
de 15 segundos.
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Figura 36. Relacion entre la concentracion de desipramina y la
inhibicion de la respuesta a catecolaminas. DA (5 uM) (Cls, =250 nM)
(n=26), fenilefrina (1 uM) (n=13).
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La aplicacién de GBR12909 (0.5-5 yM) junto con DA inhibié Ia
respuesta de Ca** con una eficacia cercana al 70 % y una Cls, de ~0.5
uM (Figura 37). La aplicacion de cocaina (1 pM) inhibié en un 10 %
la respuesta generada con DA (5 yM) (n=6), mientras que, su efecto
fue menor (2.6 %) para la respuesta generada con fenilefrina (1 uM)

(n=4) (datos no mostrados).

La sustitucion del Na* extracelular por otro ion monovalente (Li",
Tris* 6 N-metil-D-glucamina) produjo un incremento lento y reversible
de la [Ca®*], posiblemente debido a la inhibicion del intercambiador
Na*-Ca®*. La aplicacion de DA en ausencia de Nd di6 lugar a un
incremento en los niveles intracelulares de Ca* tanto cuando el Na* se
sustituy6 por Li* (Figura 38, A, n=6), por Tris” (Figura 38, B, n=6) 6 N-

metil-D-glucamina (datos no mostrados, n=2).

Estos resultados, por tanto, muestran que los inhibidores de los
transportadores de catecolaminas bloquearon las respuestas de Ca**
inducidas por DA, aunque a concentraciones relativamente altas en
comparacion con las necesarias para bloquear la funcion de los
transportadores (véase Tabla XIV, apartado de Discusion). Sin
embargo, en ausencia de Na* extracelular las respuestas siguieron
produciéndose, o que indica que éstas se generan probablemente a
través de la activacion de uno o varios receptores catecolaminérgicos,

y no como consecuencia de la internalizacién del neurotransmisor.
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Figura 37. Inhibicién de la respuesta de Ca®* en presencia de
GBR12909. En Ay B la respuesta de DA (5 uM) (n=15) es inhibida
por GBR12909 (Cls,~0.5 uM).
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Figura 38. Incremento de la [Ca*']; en condiciones de bajo Na
Respuesta a DA (5 uM) tras la sustitucion del Na* extracelular por Li*
(160 mM) (n=6) o trizma (165 mM) (n=6) A y B respectivamente.
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2. ACUMULACION DE INOSITOLES FOSFATO (IPs) MEDIADA POR
DA

Con el propésito de averiguar la via de sefalizacién intracelular
mediante la cual ocurre el incremento de Ca** tras la aplicacién de DA,
se midieron los niveles intracelulares de inositoles fosfato totales (IPs)

en células pineales en cultivo primario.

La aplicacion de DA produjo un aumento de los niveles
intracelulares de IPs de forma concentracion dependiente. En la parte
A de la Figura 39 se muestra los valores medios (+ eem) de IPs
obtenidos (n=6) tras aplicaciones de distintas concentraciones de DA,
entre 0,1 y 1000 yM. EI nivel basal promedio de IPs en este
experimento fue de 5.7 pmol/h/10° células. Se observé un aumento de
la concentracion intracelular de IPs con aplicaciones de DA > 1uM,

alcanzandose valores maximos entre 0.1-1 mM DA.

El curso temporal del incremento de los niveles intracelulares de
IPs, tras la aplicacion de DA (50 uyM), se obtuvo mediante la
determinacion de IPs a distintos tiempos (Figura 39, B). Las
concentraciones maximas de IPs se alcanzaron a las 2 horas de
incubacion (n=8). Asi mismo, se compararon, los niveles de IPs a los
60 min de la estimulacién con DA y fenilefrina (1 uM, n=8). No se
observaron diferencias significativas en los niveles de IPs alcanzados

con uno u otro agonista.

La aplicacion de espiperona (antagonista de los receptores

dopaminérgicos D, y a,z-adrenérgicos) junto con DA, o fenilefrina,
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Figura 39. Medida de la acumulacién de IPs (media + eem) en células
incubadas con [’H]-myo-inositol tras la aplicacion de DA. A. Niveles de
IPs a distintas concentraciones de DA (tiempo de exposicion 60 min).
B. Curso temporal de! incremento de IPs en presencia de DA (50 uM).
C. Inhibicién de la respuesta del incremento de IPs inducida por DA
(50 uM) y fenilefrina (1 M) por espiperona (ESP) (100 nM).
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inhibié de forma significativa la acumulaciéon de IPs (n=10) que se

produjo en ausencia del antagonista (Figura 39, C).

Estos resultados nos indican que la liberacién de Ca* tras la
estimulacién con DA activa la via de la PLC. EIl incremento en la
hidrolisis de Pl esta mediado por una proteina del tipo Gq de la que se
han descrito varios subtipos (oq, o11, o14, otisne), con distinta
sensibilidad a la toxina pertussis (PTX). Asi, por ejemplo, los
receptores muscarinicos m; y m,  producen incrementos de PI
mediante la activaciéon de una proteina G resistente a PTX, mientras
que, la activacion de receptores m, y m, tras la incubacion con PTX
abole totalmente el incremento de la hidrélisis de Pl (Ashkenazi et al.,
1989). En neuronas y células gliales de rata en cultivo el tratamiento
con PTX disminuye la formacion de IPs tras la estimulacion con
noradrenalina, fundamentalmente a través de una proteina G que se
acopla preferentemente a receptores adrenérgicos o,, (Wilson y
Minneman, 1990). En el presente trabajo se estudi6 si el incremento
de Ca’" inducido por DA era afectado por la preincubacion de las
células con PTX. La concentracion utilizada fue de 280 ng/ml durante
19 horas. En todas las células probadas (n=5) la amplitud de los
incrementos de Ca* en respuesta a DA fue similar a la de los
controles, al igual que ocurre con el incremento de Ca** inducido por
fenilefrina, agonista o,-adrenérgico, que no es sensible a PTX (Marin
et al., 1996), lo que sugiere que el incremento de IPs en estas células

tiene lugar mediante la activaciéon de una proteina G PTX-insensible.
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3. INCREMENTO DE LOS NIVELES DE AMPc MEDIADO POR DA

Los niveles intracelulares de AMPc fueron medidos en células
en cultivo primario para determinar si esta via de sefializacion

intracelular se activa tras la exposicién de las células a DA.

Los niveles de AMPc intracelulares se determinaron tras la
estimulaciéon con DA entre 0.1-100 uM (Figura 40). Se produjeron
aumenos significativos de la concentracion de AMPc intracelular a
partir de aplicaciones de DA >10 uM (n=2), lograndose valores
maximos a 100 yM DA. Concentraciones de DA < 1 pM (n=2) no
generaron incrementos en los niveles de AMPc. También se utilizé
isoproterenol (agonista de los receptores B-adrenérgicos) (1 uM) con
fines comparativos. La concentracion de AMPc inducida por
isoproterenol fue entre 1.6-4 veces mayor que la generada por DA (100

MM) (3 experimentos).

Para estudiar si el incremento de AMPc en respuesta a DA se
debe a la activacion de receptores dopaminérgicos se aplicaron
diferentes antagonistas de la familia D, y D, . La aplicacion de
SCH23390 (antagonista D,), eticloprida (ETI) y espiperona (ESP)
(antagonistas D,) no modificé significativamente la concentracion de
AMPc alcanzada tras la estimulacién con DA (Figura 41, Ay B). Estos
experimentos sugieren que el incremento de AMPc que produce la DA
no ocurre a través de la activacion de receptores dopaminérgicos. Los
resultados que se muestran en la parte C de la Figura 41 apuntan, asi
mismo, en este sentido. En este experimento se aplicé SKF38393,

agonista de los receptores dopaminérgicos del tipo D,, receptores que
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Figura 40. La estimulacién con DA induce incremento en la [AMPc]
A. Valores medios (+ eem) de AMPc, en respuesta a la estimulacion
con DA (0.1, 1, 10, 50 y 100 puM) (n=26). B. Representacion
semilogaritmica de la produccion de AMPc en funciéon de la
concentracion de DA.
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Figura 41. A.y B. Efecto de antagonistas dopaminérgicos sobre el
incremento de AMPc en respuesta a DA (50 uM) en dos experimentos.
SCH23390 1 y 10 uM (n=10). Eticloprida 1 y 10 yuM (n=10).
Espiperona 0.1 pM (n=4). C. Comparacién de los niveles de AMPc tras
la estimulacién con DA (50 uM) y SKF38893 (1 pM) (n=4).
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aumentan los niveles intracelulares de AMPc, y no se produjo

incremento significativo del segundo mensajero.

El que el incremento de AMPc en respuesta a DA no se inhibiera
por SCH23390 y espiperona contrasta con la inhibicion que producen
estos antagonistas sobre los incrementos de la [Ca**]; (véase Tabla X),
lo que sugiere que la DA activa mas de una via de sefializacion

intracelular (véase Discusion).

La aplicacién de propranolol (0.5 yuM), antagonista de los
recepores B-adrenérgicos, disminuyé la respuesta a DA un 85 % (n=4,
2 experimentos) (Figura 42, A), efecto similar que el producido por
este antagonista tras la estimulacién con isoproterenol (n=5, 1
experimento). Los niveles de AMPc tras la estimulacién conjunta de
isoproterenol y DA (n=5, 2 experimentos) no fueron significativamente
distintos a los obtenidos con solo isoproterenol (Figura 42, B). Estos
resultados sugieren que el receptor sobre el que ejerce su accion la

DA podria ser de tipo B-adrenérgico.
La aplicacion de haloperidol (1pM) inhibié totalmente la

respuesta a DA (n=5, 1 experimento) (Figura 42, A), mientras que, no

disminuyd la respuesta a isoproterenol (n=5, 2 experimentos).
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Figura 42. Los niveles de AMPc son inhibidos por antagonistas -
adrenérgicos y dopaminérgicos. A. Incremento de la [AMPc] tras la
estimulacion con isoproterenol (ISO) (1 uM) (n=5) y DA (50 uM) (n=5).
La aplicacion de propranolol (PRO) (0.5 uM) (n=9) inhibi6 ambas
respuestas, mientras que con haloperidol (HAL) (1 pM) (n=9) la
respuesta de isoproterenol no es efectada y la respuesta a DA es
inhibida totalmente. B. La estimulacion conjunta de isoproterenol y DA
no potencid la respuesta de AMPc.
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La preincubacion de las células con forscolina, activador de la
adenilato ciclasa (Laurenza et al., 1989), durante 40 minutos aumento
significativamente los niveles citoplasmaticos de AMPc y potencio el
incremento de AMPc hasta 5 veces los valores controles tras la
estimulaciéon con DA (50 uM) (n=4). Esta respuesta, se inhibi6 al

adicionar propranolol (1 uM) (n=4) (Figura 43).

La incubacién de las células con PTX (240 ng/ml) (19h), no
modific6 de forma significativa la produccion de AMPc tras la
estimulacion con DA (50 pM) (n=8) (Figura 44). Este experimento nos
sugiere que el incremento de AMPc se produce a través de un receptor

acoplado a proteina Gs.
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Figura 43. Incremento de los niveles de AMPc tras la preincubacion
con forscolina (FC). DA (50 pM), forscolina (10 uM), propranolol
(PRO) (1 pM) (n=4).
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Figura 44. La incubacion con toxina pertussis (PTX) (240 ng/ml) (19h)
(n=) no inhibié la produccién de AMPc de la respuesta a DA (50 uM)
(n=4).
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4. AMPLIFICACION E IDENTIFICACION DEL ADNc

Con el propésito de establecer la identidad molecular de los
receptores catecolaminérgicos que se expresan en los pinealocitos de
rata, se emple6 la técnica de PCR para amplificar el ADNc obtenido a
partir del ARNm extraido de glandulas pineales. Asi mismo, se
proceso en paralelo ARNm procedente de cerebro de los mismos
animales el cual fue utilizado como control. Los fragmentos
amplificados se secuenciaron y compararon en la base de datos del

genbank.

4.1. Comparacion de secuencias y disefio de cebadores

El disefio de los oligonucleétidos (DOP-1 y DOP-2) se realiz6
tras el alineamiento y comparacion de las secuencias de receptores
adrenérgicos y dopaminérgicos de rata, humano, xenopus y drosophila,

para determinar secuencias conservadas.

Para el disefio del primer 6ligonucleétido (DOP-1) se eligieron
los aminoacidos mas conservados del Il STM y se hicieron
degeneraciones en dos de los siete aminoacidos que lo componen (ver
Figura 8 de Introduccién y Figura 45). De igual forma, el segundo
6ligonucledtido (DOP-2) se disefié con siete aminoacidos del VI STM
y se degeneraron cuatro aminoécidos, este 6ligonucleétido también es
llamado de complemento inverso ya que la direccién de hibridacion
entre oligonucleétidos debe ser en sentido contrario para amplificar la
region compredida entre ellos (ver apartado 5.2 de Materiales y
Meétodos). La distancia comprendida entre los oligonucleétidos
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elegidos fue de 555 pb. En la region comprendida entre el |l STM y VI
STM se encuentra el sitio de unién para catecolaminas, ademas del
segundo y tercer lazos intracelulares, que se cree forman parte del sitio
de unién a proteinas G en receptores catecolaminérgicos (O 'Dowd et
al., 1988; Dearry et al., 1990).

4.2. Transformacion

Los fragmentos de ADN amplificados mediante PCR obtenidos
de glandula pineal y cerebro de rata, fueron de un tamarfio aproximado
de 560 pb, identificados por medio de un gel de agarosa (Figura 46,
A). Posteriormente, en el proceso de ligazon se unieron a un plasmido
por medio de ligasas. El plasmido utilizado fue el pBluescript SK+/-
(PBS), que posee un gen resistente a la ampicilina y dos sitios
especificos para restrictasas (Eco-Rl y Clal) donde fue cortado
permitiendo el acoplamiento del fragmento de ADN amplificado al
plasmido.

El procedimiento de transformacién se realiz6 con bacterias
competentes de E. Coli que permitieron la entrada del plasmido junto
con el fragmento de ADN tras un choque térmico. Posteriormente, se
incubaron las bacterias en medio rico en ampicilina, donde
sobrevivieron las colonias que contenian el plasmido y por lo tanto les

conferia resistencia en dicho medio.

Figura 45. Tras el alineamiento y comparacion de los segmentos
transmembranarios 1ll y VI de receptores adrenérgicos vy
dopaminérgicos, se determind la secuencia de los oligonucleotidos
DOP-1y DOP-2.
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Figura 43. Alineamiento de los STM il y VI.
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Una vez seleccionadas las colonias se tomaron 19 muestras, de las
cuales 10 correspondian a glandula pineal y 9 a cerebro. De las
muestras de glandula pineal, cuatro no presentaron el inserto, mientras
que, de las muestras de cerebro solamente dos no lo tenian. La
presencia del plasmido (4300 pb) y del inserto (560 pb), cuyo tamano
se correspondi6 con la distancia comprendida entre los
oligonucleétidos utilizados, se evidenciaron por medio de un gel de
agarosa (Figura 46, B). Estos datos nos indican que el fragmento de
ADN amplificado se encuentra en las muestras P1, P3, P4, P7, P8,
P10 y C1, C2, C6, C7, C8, C9, C10 procedentes de glandula pineal y
cerebro de rata.

4.3. Secuenciacion

Se secuenciaron 6 muestras de glandula pineal y dos de cerebro
pudiéndose leer en promedio 124 bases nucleicas que se evidenciaron
por medio de un gel de poliacrilamida. El orden de aparicion de las
bases nucleicas presentes en cada muestra, se agruparon por triadas
y se transfirieron en riguroso orden de apariciéon al programa BLAST
(basic local alignment search tool). Este programa compara las
secuencias de nucleétidos obtenidas tras la secuenciacion, con la base
de datos del genbank, proporcionando un listado de las secuencias
mas homologas. De esta comparacion, se obtuvo que la mayoria de
las muestras obtenidas de pineal tienen una alta homologia con el
receptor a,; adrenérgico de rata con el que comparte entre un 87 % y
97 % de identidad (Tabla XIl). Las secuencias procedentes de cerebro

se identificaron como receptores D, y 5HT,; de rata, lo que confirma
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Figura 46. Fragmento de ADN de glandula pineal y cerebro de rata
amplificado mediante PCR. A. Banda de ADN de aproximadamente
560 pb presente tanto en las muestras de pineal como de cerebro. B.
La banda de ADN de 4300 pb corresponde al plasmido y la banda de
560 pb al inserto presentes en las muestras P1, P3, P4, P7, P8, P10
y C1, C2, C6, C7, C8, C9, C10 procedentes de glandula pineal y
cerebro de rata.
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que con los cebadores utilizados se pueden identificar receptores

dopaminérgicos y serotonérgicos.

Tabla XIl. Porcentaje de homologia de las muestras de ADNc de
glandula pineal (P) y cerebro (C) de rata tras ser comparadas sus
secuencias en el genbank.

Muestra de ADNc Bases Homologia Receptor
identificado

P1 166 94% Oy (1)
P3 63 92 % Ay (1)
P4 146 87 % Qg (1)
P7 119 94 % Ay (1)
P8 146 87 % Qg (1)
P10 158 90 % Qg (1)
c1 130 91 % 5HT g (1)
C2 113 97 % D, (n)

Ninguna de las secuencias obtenidas procedentes de glandula
pineal se identificaron como correspondientes a receptores
dopaminérgicos. Tampoco se encontraron secuencias de los subtipos
de receptores adrenérgicos o,,, o, 0 a,p . Estos resultados nos
indican que el receptor adrenérgico mayoritario en pineal es el subtipo
o,5, aunque hay que tener en cuenta que solamente se realizaron 6
secuenciaciones, lo que no descarta la posible existencia de otros

receptores de esta familia en la pineal de rata.
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DISCUSION

El presente trabajo desarrollado por medio de la aplicacion de
diferentes técnicas como el registro de Ca® intracelular por
microfluorometria, determinacion de AMPc por enzima inmuno ensayo
(EIA), determinacién de inositoles fosfato (IPs) con tritio radiactivo y la
clonaciéon de material genético por medio de técnicas de biologia
molecular, permitié el estudio de aspectos farmacolégicos, bioquimicos
y moleculares implicados en los mecanismos de respuesta ante la
estimulacion con DA en células de glandula pineal de rata. El objetivo
de este estudio se centrd en la identificacion del receptor que media el
incremento de Ca* intracelular en pinealocitos tras la estimulacion con
DA.

1. SENAL DE Ca? INDUCIDA POR DA

El efecto de la DA sobre la [Ca*']; en pinealocitos de rata no ha
sido descrito con anterioridad. Sin embargo, en células pineales de
bovino se han encontrado receptores dopaminérgicos de la familia D,
y D, (Govitrapong et al., 1984; Simonneaux, ef al., 1990; Simonneaux,
et al., 1991) implicados en la regulacion y sintesis de melatonina

(Govitrapong et al., 1989).

128



Discusion
En este trabajo se ha observado que el incremento de Ca**
intracelular inducido por DA se debi6 tanto a la entrada de Ca** del
medio externo como a la liberacién de almacenes intracelulares. En
la mayoria de nuestros experimentos, se utilizé 5 uM DA, valor de la
CE,, obtenida en la curva dosis-respuesta; este valor esta en el rango
de afinidad de la DA por los receptores dopaminérgicos D, y D, es
superior al de los receptores D, y D (afinidad submicromolar) y mucho
mayor que la afinidad para el receptor D, (afinidad nanomolar) (Alamo,
et al., 1996).

Significado funcional de la DA en la glandula pineal

La DA ha sido implicada en la regulacién y sintesis de la
melatonina en la glandula pineal de rata (Axelrod et al., 1962) y en la
pineal bovina (Govitrapong et al., 1989). En glandula pineal ovina, la
DA (10 uM) incrementa la produccién de AMPc (Morgan et al., 1988).
Aunque no existen evidencias claras de inervacion dopaminérgica en
la glandula pineal, algunos autores han reportado la identificacion, en
glandulas de rata, de células con actividad tirosina hidroxilasa sin
capacidad para sintetizar noradrenalina (Racké et al., 1989). Asi
mismo, se ha reportado la persistencia de actividad tirosina hidroxilasa
en glandulas previamente denervadas de los ganglios cervicales

superiores (Hernandez et al., 1994) .

La retina comparte numerosas caracteristicas con la glandula
pineal de mamifero (Ebadi et al., 1989). En la retina, donde estan
presentes tanto receptores dopaminérgicos tipo D, (Watling et al.,
1979; Makman et al., 1980; Redburn et al., 1989; Watling e lversen,
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1981) como tipo D, (Dubocovitch y Weiner, 1981; 1985; luvone, 1986),
la inhibicion de la actividad de la NAT y de la melatonina depende de
la activacion de receptores dopaminérgicos tipo D, (Zawilska e luvone,
1989).

Estudios de unién de radioligandos han postulado la existencia
de receptores dopaminérgicos tipo D, (Simonneaux et al., 1990) y D,
(Govatripong et al., 1984) en la glandula pineal bovina. Asi mismo, la
determinacién autorradiografica de la densidad de receptores
catecolaminérgicos en la pineal bovina (D,>a,>D,>(,) sugiere que no
solo los receptores adrenérgicos tienen un papel importante en la
funcion de la pineal sino también los receptores dopaminérgicos
(Simonneaux et al., 1991). Un estudio similar no se ha realizado ain

en rata.

2. EL INCREMENTO DE Ca? MEDIADO POR DA SE PRODUCE A
TRAVES DE LA ViA DE LOS IPs

Los resultados de nuestros experimentos muestran que la
estimulacién con DA produce incrementos en los niveles de IPs
concentracion y tiempo dependientes. La espiperona, antagonista
dopaminérgico D, y o,z adrenérgico, inhibi6 completamente el
incremento de IPs a una concentracién de 100 nM, tanto cuando se
estimulé con DA como con fenilefrina. A esta concentracion de
espiperona también se inhibi6 el 100 % del incremento de Ca*

inducido por DA.

Los receptores dopaminérgicos de las familias D, y D, se acepta

clasicamente que producen estimulacion 6 inhibicién de la AC,
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respectivamente (Kebabian y Calne, 1979; Stoof y Kebabian, 1981;
Onali et al., 1984). Sin embargo, existen algunas evidencias en la
literatura de que los receptores dopaminérgicos pueden activar, asi
mismo, la hidrélisis de PI, a la vez o de forma independiente de su
accion sobre la AC. Estudios realizados en membranas de corteza
renal y de tubulos renales de rata han mostrado que la aplicacion de
un agonista de receptores dopaminérgicos tipo D, (SKF82526)
incrementa la actividad de la PLC y los niveles de IPs en membranas
previamente incubadas con [*H]-myoinositol, incremento que se
bloquea por SCH23390, antagonista D,, pero no por fentolamina o
prazosin, antagonistas a-adrenérgicos (Felder et al., 1989). Asi mismo
se ha demostrado que la estimulacion de receptores dopaminérgicos
procedentes de nlcleo estriado de rata, expresados en ovocitos de
Xenopus, da lugar a un incremento en la produccion de IPs y a la
mobilizacion de Ca** intracelular (Mahan et al., 1990). Estos autores
mostraron que tras la estimulacién con DA se generan corrientes de
cloro dependientes de Ca?*. Estas corrientes fueron reproducidas por
por el SKF38393, agonista D,, pero no por quinpirola, agonista D, .
Cuando se incubaron los ovocitos con dbAMPc (1 mM) no se observo
efecto sobre los niveles de IPs o Ca®*, sugiriendose que en el estriado
de rata hay receptores dopaminérgicos tipo D, que estimulan la

mobilizacién de Ca** independientemente de la activacion de la AC.

El incremento de los niveles de IPs a través de un receptor
dopaminérgico se ha estudiado, asi mismo, en rodajas de cerebro de
rata (Undie et al., 1990). Estos experimentos mostraron que tras la
incubacién con DA, apomorfina 6 SKF38393 se producian

acumulaciones significativas de IPs en el estriado, hipocampo y
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amigdala. En nuestros experimentos, aunque la DA incrementé los
niveles de IPs y la [Ca*], los agonistas dopaminérgicos no
reprodujeron estas respuestas, lo que sugiere que los receptores

activados por la DA en las células pineales de rata no son de tipo
dopaminérgico.

3. CELULAS INSENSIBLES A DA

En nuestros experimentos no todas las células que respondieron
a fenilefrina respondieron a DA. El porcentaje de células insensibles
a DA varié mucho con cada preparacién. Para probar si el tratamiento
enzimatico afectaba a los receptores que median la respuesta a DA se
realizaron una serie de experimentos en los que las células sélo se
dispersaron mecanicamente; las respuestas observadas en estos
experimentos no difirieron de las obtenidas en las células que habian

recibido tratamiento enzimatico.

En células que respondieron a DA y fenilefrina la distinta
velocidad de desensibilizacion de las respuestas pudiera deberse a
distintas causas. La primera, es que estos neurotransmisores estén
actuando sobre receptores distintos que convergen hacia una via
comun que finaliza en un incremento transitorio en la [Ca*"], (Figura
47,A). La segunda posibilidad, es que estén actuando sobre un Unico
receptor al que se acoplan distintos tipos de proteinas G que, a su vez,
activan distintas isoformas de fosfolipasa C (Figura 47, B)
Alternativamente, una tercera posibilidad, es que actuen sobre un
mismo receptor y proteina G, cuyas subunidades (o y By) actuan de

forma independiente (Figura 47, C). A este respecto, se conoce que
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tanto la subunidad o como la By de la proteina Gq son capaces de
activar distintas isoformas de PLC; (Clapham y Neer, 1993). En

nuestros experimentos, sin embargo, los resultados farmacol6gicos
apuntan hacia la primera posibilidad.

4. INCREMENTO DE LOS NIVELES DE AMPc POR DA

En nuestros experimentos la DA produjo un incremento
concentracion dependiente de los niveles intracelulares de AMPc
(Figura 40). Este incremento no se debi6 a la activacion de receptores
dopaminérgicos ya que no se inhibié por los antagonistas SCH23390,
eticloprida o espiperona, ni se reprodujo con SKF38393, agonista de
la familia D, (Figura 41). Para comprobar si la DA pudiera estar
actuando a través de receptores B-adrenérgicos se estudid la
respuesta en presencia de propranolol (0.5 uM). Este antagonista
inhibio el incremento de AMPc inducido por DA, incluso de forma mas
eficaz que cuando se estimulé con isoproterenol (85% y 59%,
respectivamente) (Figura 42, A).

Estos resultados sugieren que el incremento de AMPc inducido
por DA se produce a través de los receptores B-adrenérgicos, tal como
ocurre cuando se estimula con una alta concentracion de fenilefrina, en
estas mismas células (Vanecek et al., 1985). En estudios realizados
en adipocitos de rata se ha demostrado que la DA activa los receptores
Bs-adrenérgicos estimulando la produccion de AMPc (Lee et al., 1998).
Igualmente, en plaquetas humanas se ha encontrado que la accion de
la DA tiene lugar principalmente mediante la activacion de receptores

B-adrenérgicos (Anfossi et al., 1993). También es conocido que la DA

133



Discusién
(PIR] @
A @ ? F"* = | R2 N
/‘L B ; 7 J\
& \ &
@ &

C rDAG @ -
— o R i—#
R

4
-

Proteina Gaq

Figura 47. Modelos de desensibilizacion que median el incremento de
Ca* tras la estimulacion con DA y fenilefrina. A. Dos receptores
diferentes acoplados a la misma o distintas proteinas G. B. Un mismo
receptor acoplado a dos proteinas G distintas que estimulan diferentes
isoformas de PLC. C. Un mismo receptor acoplado a una proteina G
que disocia sus subunidades o y By para activar diferentes isoformas
de PLC respectivamente.

134



Discusion
tiene un efecto ionotrépico positivo en miocardio debido a la activacion
de receptores B-adrenérgicos. En nuestros experimentos, sin
embargo, encontramos que cuando se utilizé como antagonista el
haloperidol la inhibicién de la respuesta a DA fue total, mientras que,
no se vié afectada en el caso del isoproterenol (Figura 42, A). Este
resultado pudiera deberse bién a que la afinidad del isoproterenol por
el receptor B-adrenérgico es mucho mayor que la del haloperidol 6 a
que la DA estuviese produciendo el incremento de AMPc a través de
un receptor distinto del B-adrenérgico, sensible al bloqueo por
haloperidol y propranolol. Es poco probable que la produccion de
AMPc inducida por DA se produzca a través del mismo receptor que
aumenta los niveles de Ca®* intracelular ya que el propranolol, hasta
una concentracién de 10 yM, no afecta estas Ultimas respuestas e,
inversamente, los antagonistas dopaminérgicos (SCH23390,
eticloprida y espiperona) no inhiben la produccion de AMPc y si el
incremento de Ca*.

Estos resultados indican que la DA en las células pineales activa
dos vias de sefializacion intracelular. Por una parte la via de la AC,
dando lugar al incremento en los niveles de AMPc, y por otro la via de
los inositoles fosfatos, que incrementa la concentracion intracelular de
Cca*.

5. FARMACOLOGIA DE LOS RECEPTORES ACTIVADOS POR DA
El perfil farmacolégico de los receptores que median el
incremento de [Ca?']; inducido por DA es complejo. Ninguno de los

agonistas dopaminérgicos tipo D, y D,  utilizados, SKF38393,
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quinpirola, apomorfina y bromocriptina, incrementaron la concentracion
de Ca*' intracelular. Las concentraciones de agonistas utilizadas
fueron mucho mayores que las necesarias para activar receptores
dopaminérgicos tal y como se deduce de la comparacion con los

valores publicados en la literatura (Tabla XIllI).

Los incrementos de Ca** intracelular inducidos por DA fueron
bloqueados por antagonistas dopaminérgicos tipo D,/D,, aunque el
perfil farmacologico obtenido no coincide con ninguno de los subtipos
de receptores dopaminérgicos. En nuestros experimentos, la Cls, del
haloperidol, clasicamente conocido como antagonista dopaminérgico,
fue de 15 nM, valor intermedio a las Kd reportadas para los receptores
dopaminérgicos D, (27-203 nM) y D, (0.45-9.8 nM) (Gingrich y Caron,
1993). Por el contrario, los valores inhibitorios obtenidos con
SCH23390 (Kd=1700 nM) estuvieron bastante alejados de los
reportados para la inhibicion de los receptores dopaminérgicos D,
(Kd=0.11-066 nM). La Cl,, para espiperona, antagonista de
receptores dopaminérgicos D,y a,g-adrenérgicos, fue de 20 nM, valor
muy superior al reportado para bloquear los receptores
dopaminérgicos D, (Kd=0.03-0.6 nM) (Gingrich y Caron, 1993). Estos
datos sugieren fuertemente que la DA no esta actuando a través de la

activacion de receptores dopaminérgicos.

Los experimentos realizados con prazosin, antagonista no
selectivo de receptores o,-adrenérgicos, demostraron que este
antagonista inhibe las respuestas con mayor potencia aun (Cls,~3 nM)
que los antagonistas dopaminérgicos; este valor esta proximo a la Ki

reportada para el bloqueo de los receptores a,-adrenérgicos (0.14-1.2
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nM) en diferentes tejidos de rata y humano (O Malley et al., 1998), lo
que sugiere que la DA activa receptores a,-adrenérgicos. Este hecho
no es sorprendente dada la similitud quimica entre las distintas
moléculas de catecolaminas (Figura 2). En la mayoria de los
experimentos hemos comparado el efecto de la DA con el de la
fenilefrina, cuya diferencia con la adrenalina es la ausencia de un
grupo hidroxilo en el carbono cuatro del anillo bencénico. La potencia
de la DA para inducir incremento de la [Ca*'], fue aproximadamente

ocho veces menor que la de la fenilefrina (Marin ef al., 1996).

Experimentos de autorradiografia en glandula pineal bovina
donde se ha reportado la existencia de receptores dopaminérgicos del
tipo D, y D,, muestran valores de Kd para SCH23390 mucho menores
(3000 veces) que los encontrados en nuestros experimentos pero
compatibles con los valores de inhibicién reportados para los
receptores dopaminérgicos. De forma similar los valores de Kd para
espiperona son 100 veces menores que nuestros resultados, pero muy
proximos a los valores reportados para receptores dopaminérgicos D..
Por tanto, es probable que la discrepancia entre nuestros resultados
y los encontrados en la glandula pineal bovina se deba a diferencia
entre especies.

Es de interés el efecto inhibitorio sobre los receptores -
adrenérgicos de los antagonistas dopaminérgicos, maxime cuando las
concentraciones inhibitorias para algunos de ellos son iguales e incluso
menores que para los receptores dopaminérgicos. A este respecto, se
ha reportado la influencia inhibitoria del haloperidol sobre los

receptores a-adrenérgicos en las respuestas de IPs y AMPc generadas
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con noradrenalina (Nalepa, 1993) en cerebro de rata. Ademas, los
antipsicoticos son fundamentalmente antagonistas de receptores
dopaminérgicos D, pero también bloquean con alta afinidad los
receptores o,-adrenérgicos (Gingrich y Caron, 1993); por ejemplo, la
olanzapina antipsicético atipico presenta alta afinidad por receptores
dopaminérgicos D,, D,, D ,,serotonérgicos 5HT,,, SHT,., 5HT;, a; -
adrenérgico, histaminérgicos y cinco subtipos de receptores
muscarinicos (Bymaster ef al., 1996). También el SCH23390 se une
a receptores a-adrenérgicos (Hyttel, 1983), D, (Hyttel, 1983, Plantj€,
et al., 1984), 5HT, (Hyttel, 1983; Bischoff ef al., 1988) y 5HT ,.
(Nicklaus et al., 1988).

Para estudiar si la DA es mas potente sobre algunos de los
subtipos de receptores «o,-adrenérgicos, se utilizaron distintos
antagonistas selectivos de subtipo. Risperidona es 123 veces mas
selectiva para receptores o, z-adrenérgicos (Ki=2.3 nM) que para los
receptores o,,-adrenérgicos (Sleight et al.,, 1993). En nuestros
experimentos con esta droga, la Cls, fue < 10 nM cuando la respuesta
se gener6é con DA y ~25 veces mayor cuando se estimulé con
fenilefrina. WB4101, preferentemente antagonista de los receptores
adrenérgicos o cp iNhibié el incremento de la [Ca®*] ; inducido por
DA con una Cly, < 10 nM, es decir, un valor aproximadamente 500
veces superior a la Ki para estos subtipos (ver Tabla XlII), pero mas
préximo al valor de Ki reportado en pineal de rata (18.2 nM) en
experimentos con radioligandos (Sugden et al., 1996). Cuando la
estimulacion se hizo con fenilefrina la Cly, fue aun mayor (100 nM).
Los valores inhibitorios obtenidos con benoxathian, preferentemente

antagonista de los receptores adrenérgicos o, fueron <1 nM, que
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a su vez son inferiores comparados con los valores de Ki=7.5 nM

reportados en la literatura en pineal de rata (Sugden et al., 1996).

De acuerdo a estos resultados, estariamos probablemente
inhibiendo el subtipo o,z-adrenérgico ya que el WB4101 a
concentraciones de 0,02 nM ejerce su efecto sobre los receptores o,
(Yan et al., 1998) mientras que, a concentraciones de 18 nM actua
sobre los receptores a,; (Sugden et al., 1996). Se ha reportado una
mayor densidad del subtipo a,; que del a,, en glandula pineal de rata
(Sugden, et al., 1996). El subtipo del receptor adrenérgico a,, no fué
encontrado en la pineal de rata, pero se cree que corresponde al
subtipo farmacolégicamente caracterizado «,, (Minneman, et al.,
1994), por lo tanto, actualmente es denominado a,,,. Este ultimo tipo
de receptor, junto con el receptor a,; de hamster y o, de bovino
fueron expresados en células 293 de rifidbn de embridn humano y tras
estimulacién con catecolaminas indujeron, en todos los casos, la

actividad inositol fosfato (Minneman, et al., 1994).

En la siguiente tabla se comparan los valores de Kd, indicativos
de la ocupacion del receptor por el ligando, con los valores de Cls, ¥
CE,,, obtenidos de las curvas dosis-respuestas e indicativos de las

potencias de los ligandos.

La fenilefrina tiene similar potencia para estimular los subtipos
de receptores adrenérgicos a,; de hamster, o, de bovino y a,,, de
rata, pero su respuesta es submaxima para el subtipo a5z expresados

en células 293 (Minneman et al., 1994).
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Tabla Xlll. Afinidad de receptores para distintos ligandos adrenérgicos y dopaminérgicos (Kd, valores en nM)

D, D,s(r) | Dg(h) D, D, D, (o Qg *IDA | */PE
AGONISTAS
SKF38393 87-150 100 43-100 9560 5000 1800
Apomorfina 210-680 240 152-363 24 20 4.1
Dopamina 2300-12000 3900 | 228-235 | 2.8-2490 27 28-450 5000 600
Bromocriptina 5.3-12.6 7.4 340
Quinpirola 576 5.1 46
ANTAGONISTAS
SCH23390 0.11-0.66 011 | 0.3-0.54 1700
Haloperidol 27-203 35 48-151 0.451 9.8 5.1 15 10
Espiperona 220 2600 4500 0.03-0.07 | 0.6 0.08 20
Risperidona 270 1.31.7 6.7 7 283 2.3 <10
Prazosin 0.14-1.2 | 0.14-1.2 3 25
wWB4101 0.02 18 <10 100
Benoxathian 7.5 <1

*DA / *PE: valores obtenidos tras la estimulacién con DA y fenilefrina (CEg,, Cls,), respectivamente.
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6. IMPLICACION DE LOS TRANSPORTADORES DE
CATECOLAMINAS SOBRE EL INCREMENTO DE Ca*

La aplicacién de desipramina e imipramina (antidepresivos
triciclicos), ademas de otros inhibidores de transportadores de
catecolaminas, bloquearon el incremento de Ca** en respuesta a DA
y no cuando el estimulo fue fenilefrina. Sin embargo, las
concentraciones usadas fueron relativamente altas comparadas con las
reportadas en la literatura (Tabla XIV). Por ejemplo, la concentracion
de desipramina utilizada para inhibir la respuesta de Ca®* generada
con DA fue 64 veces superior respecto de la reportada para el
transportador de noradrenalina, mientras que, esta misma
concentracién fue 16 veces inferior que la reportada para el
transportador de DA, pero fue similar que la reportada para el
transportador de serotonina. Sin embargo, serotonina (1 pM) no
incremento6 los niveles de Ca* intracelular (n=5, experimentos no

mostrados).

La concentracion de GBR12909 de nuestros experimentos fue
500 veces superior que la reportada para el transportador de DA y
aproximadamente 4 veces superior para el transportador de NA. Sin
embargo, la concentracion de imipramina fue aproximadamente 1.5
veces superior, mientras que, la cocaina inhibi6 en un 10 % la

respuesta.
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Tabla XIV. Valores de Kd (nM) para distintas sustancias con afinidad por
los transportadores de catecolaminas. (h=humano, r=rata)

TNA(h) | TDA(r) | T5-HT(r) | T5-HT(h) | *DA [ *PE

Desipramina 3.88 4000 1680 250 250 | >1000
Imipramina 65.4 <100 | >1000
GBR12909 133 1 500

Cocaina 140 336-2000 1080 1000

Dopamina 139 316 >10000

Noradrenalina 410 >10000 >10000

Seroronina >10000 >10000

*DA y *PE: valores de Cly, y CE ,en nuestros experimentos ante la estimulacion con
DA y fenilefrina.

En condiciones de 0 Na* y reemplazando este ion por otros iones
monovalentes como Li*, Trizma 6 N-metil-D-glucamina no se afecto la
respuesta de Ca®* generada con DA. Debido a la naturaleza
electrogénica de los transportador catecolaminérgicos y de acuerdo a
estos resultados, podemos entender que el incremento de Ca* no
ocurre a través de transportadores catecolaminérgicos, sino que, por
el contrario, pueden estar mediados por receptores
catecolaminérgicos.
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CONCLUSIONES

1. La aplicacién de dopamina (DA) produce un incremento de la [Ca®];
bifasico consistente en una o varias espigas seguidas de una meseta
resultantes respectivamente de la liberacion de Ca* de almacenes

intracelulares y de la entrada de Ca** desde el medio externo.

2. El valor de CE,, obtenido de la curva que relaciona la amplitud de
la sefial de Ca** en funcién de la concentracién de DA es de 5 uM,
mientras que, la saturacién de la respuesta ocurre a concentraciones
de DA de 50 pM.

3. Estimulos repetidos con DA generan una progresiva disminucion de
la amplitud de las sefiales de Ca®*, sin embargo, la estimulacion

repetida con fenilefrina presentd una menor desensibilizacion.

4. Los agonistas dopaminérgicos no producen incremento en los
niveles de Ca?* intracelular, incluso a concentraciones saturantes de

agonista.

5. La respuesta de Ca** a la estimulacion con DA es inhibida por
antagonistas dopaminérgicos y a.-adrenérgicos, siendo estos ultimos
los de mayor potencia.
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6. Las concentraciones de los diferentes antagonistas o,-adrenérgicos
y dopaminérgicos utilizados que inhibieron el 50 % de la respuesta a
DA presentaron el siguiente orden de potencia: benoxathian>
prazosin>WB4101=risperidona>haloperidol>espiperona>SCH23390

7. La dopamina activa receptores a,-adrenérgicos preferentemente del
tipo a,g, la fenilefrina sin embargo, aunque es 8 veces mas potente

parece tener una menor especificidad.

8. La aplicacion de desipramina e imipramina (antidepresivos
triciclicos), a una concentracion de 1 uyM, bloquearon completamente
el incremento de Ca** en respuesta a DA y no cuando el estimulo fue

fenilefrina.

9. En condiciones de 0 Na* y reemplazando este ion por otros iones
monovalentes como Li*, Trizma 6 N-metil-D-glucamina no se afecto la
respuesta de Ca** generada con DA. Debido a la naturaleza
electrogénica de los transportadores catecolaminérgicos y de acuerdo
a estos resultados, podemos entender que el incremento de Ca** no
ocurre a través de transportadores catecolaminérgicos, sino que, por
el contrario, pueden estar mediados por receptores

catecolaminérgicos.

10. La DA genera‘incrementos dosis-dependiente en los niveles de

AMPc los cuales son potenciados por el pretratamiento con forscolina.

11. El incremento en los niveles de inositoles fosfato (IPs) en respuesta

a la estimulacién con DA es concentracion y tiempo dependiente.
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12. Los incrementos de AMPc son independientes de la produccion de
IPs. Por una parte, la DA estaria mediando la activacion de AMPc a
través de los receptores B-adrenérgicos, mientras que, la produccion
de IPs tendria lugar a través de uno o varios subtipos de receptores o;-

adrenérgicos.

13. Los resultados de la clonacion del ADNc mostraron la presencia
en pineal de rata del receptor adrenérgico o,z y no de receptores

dopaminérgicos

14. La activacion de receptores adrenérgicos por la DA
preferentemente del tipo a,-adrenérgicos posiblemente es debido a la
similitud entre las moléculas de catecolaminas y la homologia

estructural entre los receptores catecolaminérgicos.
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ABREVIATURAS

AC adenilato ciclasa

AMPc adenosina 3°,5-monofosfato ciclico

AMPc-p AMPc marcado con peroxidasa

BLAST basic local alingment search tool

[Ca®"], concentracién de calcio intracelular

CEC cloroetilclonidina

DA dopamina

DAG diacilglicerol

DMEM Dulbecco’s medium eagle modified

DMSO dimetilsulfoxido

EGTA etilén bis[oxietilennitrilo]-tetraacético

EIE enzima inmuno ensayo

GMPc guanosina 3°,5-monofosfato ciclico

HEPES acido 4-[2-hidroxietil]-1-piperacina-etanosulfonico

I LE tercer lazo extracelular

L tercer lazo intracelular

IP inositol fosfato

P, inositol-1,4,5-trifosfato

IBMX 3-isobutil-1-methilxantina

[PH}-Is myo-[2-*H]-inositol

NA noradrenalina

NAT serotonina N-acetiltransferasa

PCR reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain
reaction)

PKA proteina quinasa A

PKC proteina quinasa C

PLC fosfolipasa C

Pl fosfatidilinositol

PIP, fosfatidil inositol-4,5-difosfato

PTX toxina pertussis

RT-PCR  reverse transcriptase-polymerase chain reaction
SBF suero bovino fetal
STM segmento transmembranario
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