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La Fundacién Dr. Antonio Esteve
contempla como objetivo prioritario

el estimulo del progreso de la terapéutica
por medio de la comunicacién

vy la discusion cientifica.

La Fundacién quiere promover la
cooperacion internacional en la
investigacion farmacoterapéutica y,

a tal fin, organiza reuniones
internacionales multidisciplinarias donde
grupos reducidos de investigadores
discuten los resultados de sus trabajos.
Estas discusiones se recogen

en las publicaciones de los Esteve
Foundation Symposia.

Otras actividades de la Fundacidn

Dr. Antonio Esteve incluyen

la organizacién de reuniones dedicadas
a la discusion de problemas de alcance
mas local y publicadas en el formato

de la presente monografia. La Fundacién
participa también en conferencias,
seminarios, cursos y otras formas

de apoyo a las ciencias médicas,
farmacéuticas y bioldgicas, y con caracter
bienal concede un premio al mejor
articulo publicado por un autor espafiol
dentro del rea de la farmacoterapia.

Entre otras publicaciones cabe destacar
la serie Pharmacotherapy Revisited:

An Esteve Foundation Series, en la cual
en diferentes volimenes

se recopilan, en edicién facsimil,

los principales articulos que sentaron
las bases de una determinada disciplina.
Mas recientemente se ha iniciado

la publicaciéon de los Cuadernos

de la Fundacién Dr. Antonio Esteve.



Tanto la introduccién como los articulos y
discusiones de la presente monografia re-
cogen la opinion de los correspondientes
autores, por lo que la Fundacién Dr. An-
tonio Esteve no se hace necesariamente
participe de su contenido. Los diferentes
capitulos corresponden a las ponencias
presentadas en la mesa redonda organi-
zada por la Fundacion Dr. Antonio Esteve
en Sitges (Palau Maricel), el dia 30 de
noviembre de 2007, que estuvo modera-
da por Albert Badia.
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Introduccion

La Farmacologia como ciencia biolégica
se define, en sentido amplio, como la mate-
ria que estudia las acciones y los efectos, o
mejor dicho las modificaciones funcionales,
de los farmacos en los organismos vivos tanto
sanos como enfermos. Segln el nivel de es-
tudio considerado se habla de Farmacologia
fisiolégica, bioquimica o molecular. Aunque el
sitio final de la accién farmacolégica son las
estructuras moleculares, ello no quita interés
al estudio de otros niveles de integracion tales
como células, érganos o sistemas. Realmente,
el farmaco, en su estadio mas avanzado, va
destinado a un organismo integro con la fina-
lidad de curar o alterar voluntariamente una
funcién para inducir efectos terapéuticos o,
lo que es lo mismo, la induccién de los efec-
tos en presencia de la enfermedad. Si bien el
trabajo de Paul Ehrlich, a principios del siglo
XX, estuvo determinado por dos principios,
la fijacién selectiva de sustancias a deter-
minados grupos celulares y el hecho de que
modificaciones quimicas de las moléculas
permitian aumentar su actividad biolégica, su
estrategia experimental se centr6 en el estu-
dio de farmacos en enfermedades humanas
reproducidas en animales. Con ello ya vemos
que en los tiempos iniciales del desarrollo de
la Farmacologia existia la diferenciacién de
dos tipos de estudios en Farmacodinamia:
por un lado, la determinacién de las acciones
de los farmacos sobre sustratos moleculares,
o el estudio de los mismos a un nivel inte-
grado mayor, como puede ser el organismo
vivo, normal o enfermo, o en érganos o teji-
dos aislados. Por descontado, la eleccién del
mejor sistema para evaluar los farmacos de-
pendera de la informacién que se precise en
cada momento. Por lo general, el objetivo de
muchos experimentos farmacolégicos es pre-

decir las respuestas integradas en el hombre
a un farmaco, al méas bajo coste posible con
respecto a su dispendio en esfuerzo y recur-
sos, asi como la méaxima precision o ajuste de
los resultados. Los tipos de estudios pueden
variar desde los mas simples (medidas bio-
quimicas sobre receptores en fragmentos de
membrana) a los mas complejos (experimen-
tos in vivo en animales con mecanismos refle-
jos intactos). Por descontado, para el clinico,
el sistema mas complejo va a ser el 6ptimo,
porque los efectos de los mecanismos neu-
ronales, hormonales y reflejos autorregulado-
res son importantes para el conocimiento de
los efectos clinicos globales de los farmacos.
Sin embargo, en los afios recientes, el gran
desarrollo, especialmente de la Bioquimica,
la Biologia molecular y la Inmunologia, ha
permitido evolucionar el conocimiento hacia
la accién de los farmacos sobre los sustratos
moleculares biolégicos mas elementales, y
ayudar al disefio y la sintesis de nuevos com-
puestos quimicos mas especificos y cercanos
a los factores causales de los distintos pro-
cesos patolégicos hasta ahora inabordables.
Pero la hipertrofia de este tipo de estudios ha
sido en detrimento de aquellos otros de tipo
funcional que, como hemos comentado, nos
acercan mas a la realidad fisiolégica. Su com-
plejidad, en cambio, en términos de determi-
nar los efectos primarios de los farmacos, no
sélo puede ser costosa desde el punto de vista
de recursos sino también incompleta por su
falta de precision. Esto puede deberse a va-
rios problemas que se asocian a los estudios
en la experimentacién in vivo, sobre todo far-
macocinética, mecanismos reflejos, etc., que
pueden modular, potenciar o, de otra forma,
oscurecer la respuesta primaria. A pesar de
estas limitaciones, la eleccién de los estudios

IX



APORTACIONES DE LOS ESTUDIOS FUNCIONALES A LA INVESTIGACION FARMACOLOGICA BASICA

funcionales in vivo o in vitro continda sien-
do la base de la Farmacologia como ciencia,
y nos va a permitir determinar algo tan con-
sustancial a ella como es la relacién entre la
dosis o la concentracion y la respuesta, para
determinar parametros farmacométricos, ana-
lizar la potencia de los farmacos y establecer
comparaciones entre ellos.

La finalidad de la presente reunién ha sido
analizar el valor actual de distintos estudios
farmacolégicos realizados mediante técnicas
funcionales in vivo o in vitro, para poner de re-
lieve su interés en la determinacién del perfil
de actuacion de moléculas quimicas y para el

conocimiento de su mecanismo de actuacion
y su hipotética aplicacién terapéutica poste-
rior, que a la par son los grandes objetivos de
la Farmacologia.

Finalmente, es obligado agradecer a la Fun-
dacion Dr. Antonio Esteve la realizacion de esta
reunién, que ha permitido el intercambio de
conocimientos entre distintos grupos de inves-
tigacién en nuestro pais y remarcar la importan-
cia de los estudios funcionales en el desarrollo
de la Farmacologia como ciencia biolégica.

Albert Badia
Diciembre de 2007



Nuevos métodos funcionales para el estudio
de la interaccion farmaco-receptor

M.D. Ivorray P. D'Océn

Departamento de Farmacologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Valencia.

Resumen: E/ protocolo experimental mas utilizado para establecer la potencia funcional de los
antagonistas, el descrito por Arunlakshana y Schild, implica la elaboracién de curvas concentracion-
respuesta del agonista en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones del antagonista.
Este método requiere utilizar un gran nimero de animales de experimentacién, junto con una gran
dedicacién de tiempo por parte del investigador para realizar los experimentos y el calculo de los
resultados. Por ello, planteamos un método que, de forma mas sencilla y rapida, nos permita deter-
minar la potencia de los antagonistas. Basandonos en la capacidad del antagonista competitivo para
revertir la accién del agonista, en el método propuesto el antagonista se afiade en concentraciones
acumulativas crecientes después de haber dejado actuar al agonista a concentraciones maximas. Se
elaboran curvas concentracion-“respuesta” del antagonista y a partir de ellas se calcula el valor de
pCl,, (log negativo de la concentracion de antagonista que produce el 50% de inhibicion del efecto
del agonista), que define la potencia del antagonista, y la pendiente (p) que nos indica el tipo de
interaccién. Comparando ambos métodos se demuestra que existe una equivalencia entre los valo-
res de pCl,, y pA,/pK,. Se destaca la utilidad del nuevo método para caracterizar la poblacion de
receptores presentes en un territorio, evidenciar variaciones en la funcionalidad de los receptores en
diferentes enfermedades y caracterizar nuevos compuestos selectivos de dichos receptores.

Palabras clave: Interaccion farmaco-receptor — Potencia de antagonistas — Método de Schild —
Adrenoceptores o, — Adrenoceptores B.

Introduccién

La caracterizacion farmacolégica de la
interaccioén ligando-receptor incluye la deter-
minacién de la “afinidad” del ligando por el
receptor, pardmetro que se obtiene mediante
estudios de unién de radioligandos, y la deter-
minacién de la “potencia” del ligando, para
lo que se realizan estudios funcionales en
los que, ademas de definir la actuacién del
ligando como “agonista” o “antagonista”, se
calcula un parametro que nos permita dar una
medida matematica de dicha potencia. En el

caso de los agonistas, este parametro es el
pD, o pCE,,, definido como el logaritmo nega-
tivo de la concentracién de agonista capaz de
producir el 50% de la respuesta maxima. Para
determinarlo, se elaboran curvas concentra-
cién-respuesta (CCR) con dosis acumulativas
del agonista, crecientes en progresion geomé-
trica. El ajuste matematico de la sigmoidea
obtenida cuando se hace la transformacion
logaritmica de la concentracién nos permite el
calculo de la pCE,, (Fig. 1A). EI método mas
utilizado para establecer la potencia de un
antagonista es el descrito por Arunlakshana y
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Figura 1. Esquema representativo del método de Schild. (A) Protocolo experimental que consiste en la realiza-
cion de curvas concentracion-respuesta (CCR) del agonista en ausencia (0) y presencia (1, 2...) de distintas
concentraciones del antagonista (C1, C2...). (B) Representacidn gréfica de las CCR obtenidas y célculo de la

PCE,, después de realizar su ajuste a una sigmoidea. (C) Representacion grafica de la recta de Schild para el

calculo del pA,.

Schild,} que implica la elaboracién de curvas
CCR del agonista en ausencia y en presencia
de diferentes concentraciones del antagonista
(Fig. 1B). A partir de estas curvas se calcula
la CE,, del agonista en ausencia y en presen-
cia de las distintas concentraciones del anta-
gonista, y con ellas se determina la razén de
concentraciones:

CE,, en presencia de antagonista
CE,, en ausencia de antagonista

CR =

La recta dada por la ecuacion log (CR-1) =
log [B] - log K, se denomina recta de Schild
(Fig. 1C), y en ella [B] es la concentracién de
antagonista empleada y el término pK; coin-
cide con el valor de —log [B] cuando CR es
igual a 2. Esta recta permite determinar la
naturaleza competitiva del antagonismo (si

2

tiene una pendiente cercana a la unidad) y
calcular la potencia del antagonista al obte-
ner una estimacién funcional de la constante
de afinidad del antagonista por el receptor:
—log K = (pK,), que representa la interseccion
de la recta de Schild con el eje de abscisas.
Cuando la pendiente de la recta es la unidad,
este valor de pK corresponde al valor de pA,,
parametro empirico que utilizamos para defi-
nir la potencia del antagonista.

Segun el método de Arunlakshanay Schild,!
para poder determinar la potencia, expresada
como pA,, es necesario realizar diferentes CCR
del agonista en ausencia y en presencia de al
menos tres o cuatro concentraciones de anta-
gonista, lo cual, si se realiza en un Unico expe-
rimento, supone una gran inversién de tiempo.
Si ademas tenemos en cuenta los fenémenos
de sensibilizacion o taquifilaxia de los recep-



NUEVOS METODOS FUNCIONALES PARA EL ESTUDIO DE LA INTERACCION FARMACO-RECEPTOR

tores, en muchas ocasiones resulta necesario
utilizar diferentes muestras biolégicas para
realizar cada una de las CCR, lo que a su vez
implica la utilizaciéon de un elevado nimero
de animales de experimentacién. A todo ello
hay que afiadir el tiempo que posteriormente
se emplea para la medida de las curvas y su
analisis matematico. Este alto coste en tiempo
y animales es especialmente relevante cuando
se realizan experimentos de cribado de nue-
vos productos, cuando se quiere caracterizar
la poblacion de receptores funcionalmente
activa en diferentes territorios y cuando se

quieren analizar cambios en la funcionalidad
de los receptores derivados de una situacién
patolégica, especialmente si estos cambios se
van a analizar en muestras humanas.

Para simplificar esta cuestion en los estu-
dios funcionales en bafio de érganos, plantea-
mos un nuevo método que nos permite deter-
minar la potencia de un antagonista mediante
un desarrollo experimental mas sencillo y ra-
pido que el descrito, y que supone, ademas,
una considerable reduccién en el nimero de
muestras a utilizar. El esquema del protocolo
utilizado para este nuevo método se mues-

.GCR antagonista

Agonista

Agonista

KCl CCR antagonista

A Antagonistas que actiian sobre receptores implicados en respuestas contractiles

;
% Relajacion

B Antagonistas que actian sobre receptores implicados en respuestas relajantes

u
% Recuperacion

PCls
(P)

[} CEELEL LT LT

100

12 11 10 9 -8 -7 -6
log [antagonista]

g

@

®

(P)

tono contractil
8

o

AT
log [antagonista] (M)

Figura 2. Esquema representativo del nuevo método propuesto en dos situaciones experimentales distintas. (A)
Antagonistas que actian sobre receptores implicados en respuestas contractiles. Sobre la meseta estable de
contraccién inducida por el agonista, se afiaden concentraciones acumulativas crecientes del antagonista, lo
que origina una inhibicion del tono contractil dependiente de la concentracion. Se construye la CCR y se realiza
el ajuste a una sigmoidea, calculando la pCl,, y la pendiente (p). (B) Antagonistas que actian sobre los re-
ceptores implicados en las respuestas relajantes. Sobre un tono contractil estable obtenido por despolarizacién
de la membrana se afiade el agonista hasta inhibir completamente dicho tono. A continuacién, y en presencia
del agonista, se realiza la adicién de concentraciones acumulativas crecientes del antagonista que, al revertir
la accién del agonista, da lugar a recuperaciones del tono contractil previo dependientes de la concentracion.
Como en el caso anteriot, se realiza la CCR y se calculan la pCl,, y la pendiente (p).
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tra en la Fig. 2, y aunque conceptualmente
se basa en el mismo principio, la capacidad
del antagonista para revertir la accién del ago-
nista, técnicamente exige un protocolo expe-
rimental diferente seglin se trate de sistemas
receptores que median respuestas contracti-
les (Fig. 2A) o relajantes (Fig. 2B). En ambos
casos, la principal diferencia entre el nuevo
método y el tradicional de Schild estriba en
el agente con que se elaboran las CCR y en el
orden en que se afiaden agonista y antagonis-
ta. En el método de Schild, el antagonista se
afiade antes que el agonista y las CCR siem-
pre se elaboran con el agonista. En el nuevo
método, el antagonista se afiade después de
haber obtenido una respuesta maxima y sos-
tenida del agonista, y la CCR se elabora con
el antagonista. Cuando el agonista induce una
respuesta contractil (Fig. 2A), sobre la meseta
estable de contraccion se afiaden concentra-
ciones acumulativas crecientes del antagonis-
ta, obteniéndose una CCR de relajacion. Cuan-
do el agonista induce una respuesta relajante,
el protocolo es algo mas complejo (Fig. 2B)
porque es necesario establecer un tono con-
tractil previo, por ejemplo por despolarizacién
con KCI, para inducir, sobre este tono, una
relajacion maxima con el agonista y a conti-
nuacién afiadir concentraciones acumulativas
crecientes del antagonista tratando de revertir
esa relajacion y recuperar el tono inicial.

El objetivo del presente trabajo es demos-
trar que con este método podemos obtener
unos parametros equivalentes a los del mé-
todo clasico de Schild: pCl,, (log negativo de
la concentracién de antagonista que produce
el 50% de inhibicién del efecto del agonista)
equivalente al pA,y pendiente (p) de la CCR
del antagonista equivalente a la pendiente de
la recta de Schild. El calculo de ambos para-
metros se realiza a partir del ajuste matemati-
co de la CCR del antagonista.

Material y métodos

Para la puesta a punto del nuevo método
hemos caracterizado la poblacién de adreno-
ceptores (AR) o, y B presente en diferentes te-

4

rritorios de rata, como preparaciones de vasos
(arteria caudal, aorta) y tejido intestinal (colon,
fleon) ricos en AR o, y B,, respectivamente.?®

El aislamiento de los tejidos y su montaje
se realizaron seguln el protocolo descrito en la
bibliografia,®!! y el desarrollo experimental se
detalla en la Fig. 2. La activacion de los AR o,
con una concentracién de noradrenalina capaz
de inducir la respuesta maxima (10-6-10-°M
segln los territorios) da lugar a una respuesta
contractil sostenida durante periodos de tiem-
po prolongados (Fig. 2A), mientras que la ac-
tivacion de los AR B se pone de manifiesto por
la relajacion observada tras la adicién de los
agonistas (isoprenalina 10-*M o SR 58611A
10-%M) sobre el tono contréctil previo y esta-
ble obtenido con solucién despolarizante (Fig.
2B). Para calcular la potencia de los antago-
nistas segln este nuevo método, se afiaden
concentraciones acumulativas crecientes de
cada compuesto tras la maxima contraccién
(en el caso de los AR o, Fig. 2A) o relajacion
(en el caso de los AR B, Fig. 2B) obtenidas
con el agonista adrenérgico correspondiente.
Es importante determinar adecuadamente el
intervalo de concentraciones a utilizar, de ma-
nera que incluya desde concentraciones que
no revierten la actividad del agonista hasta
las que dan lugar a la inhibicion completa de
su accion. La adicion de concentraciones cre-
cientes de los antagonistas o, da lugar a una
relajacion dependiente de la concentracién
(Fig. 2A), mientras que la adicion de los anta-
gonistas B da lugar a incrementos en el tono
contractil proporcionales a la concentracién
afiadida, llegando a revertir totalmente la rela-
jacién inducida por el agonista B-adrenérgico.
Las CCR de relajacién o de recuperaciéon del
tono contractil obtenidas con los antagonistas
se ajustan a una sigmoidea (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA) y se calcula el valor de
la pCl,,. Este parametro, que se ha utilizado
como indicativo de la potencia de los distintos
antagonistas, se correlaciona con los valores
de pA, o pK, determinados para los diferen-
tes antagonistas seglin el método clasico de
Schild. Otro parametro que se obtiene a partir
de las CCR de los antagonistas es la pendiente
de la curva (p), y si ésta es significativamen-
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te menor que la unidad se ha determinado la
significacién estadistica del ajuste de la curva
a uno o a dos sitios de unién (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA).

Resultados y discusién

Validacién del método propuesto

Los antagonistas selectivos o, prazosina,
BMY 7378 (o, -selectivo) y 5-metilurapidilo
(o ,-selectivo), relajan de forma dependiente

de la concentracion la contracciéon maxima in-
ducida por noradrenalina en la arteria caudal
(Fig. 3A), obteniéndose unos valores de pCl,,
(Fig. 3B) que coinciden con los valores de pK,
determinados para estos mismos antagonistas
seglin el método de Schild (Fig. 3C) y con los
valores de pA, determinados por otros auto-
res.l® Resultados semejantes se obtienen en
la aorta.’® La pendiente de las CCR nos apor-
ta informacién adicional. Observamos que es
préxima a la unidad en las CCR de la prazosina
y el BMY 7378, pero significativamente menor

A D

o < o0y pClg, (1) = 8,720,1
g- O Prazosina 9; 75 % sitio (1) = 78%
- ® 5-metilurapidilo 0

< " BMY 7378 g

§ 50 g 25

£ O | pCly(2)=50:020

S [ 3 L

o O odw log [M] 5-metilurapidilo
410 8 H 4
log [prazosina] (M) B oy A
(04 61,7
B
l B %p vﬁ
Nuevo método Schild c
(p) pCly, PKy
Prazosina 0,94 0,06 85%0,1 84 10,02
BMY 7378 0,97 £ 0,02 6,1%0,1 58+0,1
5-metilurapidilo | 0,61*%£0,04 | 8401 | 8,0%0,1
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Figura 3. Resultados obtenidos con los antagonistas selectivos de los adrenoceptores o, en arteria caudal de rata.
(A) CCR de relajacion de los distintos antagonistas sobre la meseta de contraccidn inducida por noradrenalina
10-°M. (B) Parametros caracteristicos de los distintos antagonistas calculados segtin el nuevo método (pendiente
y pCl,,) y el método de Schild (pK). *p <0.05 respecto a la unidad. (C) Representacidn de la correlacion entre
los valores de pCl,, y pK, obtenidos por uno y otro método para cada antagonista. La linea discontinua representa
la recta de identidad. (D) Representacion gréafica del ajuste a dos lugares de unién de la CCR de relajacién del 5-
metilurapidilo, antagonista selectivo de los adrenoceptores o, ,. En este caso se obtienen dos valores de potencia
distintos que corresponden a dos sitios por los que el antagonista tiene alta (pCl,, 1) y baja (pCl,, 2) afinidad.
El porcentaje del sitio 1 se asemeja al grado de expresion de RNAm del receptor a.,, en ese tejido (diagrama de
sectores). Resultados modificados de Gisbert et al.’ y Marti et al.!
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para el 5-metilurapidilo. Ajustando esta CCR
al modelo de dos sitios de unién (Fig. 3D), en-
contramos que las pCl,, obtenidas para cada
sitio coinciden con los datos bibliograficos de
afinidad del 5-metilurapidilo por el subtipo o,
(sitio 1 de alta afinidad) y los subtipos o, y
o, (sitio 2 de baja afinidad), correlacionando-
se el porcentaje del sitio 1 con los valores de
RNAm descritos en este territorio (Fig. 3D).!!

En el caso de los AR B, los antagonistas
selectivos propranolol, alprenolol, buprano-
lol y SR 59230A (B, selectivo) revierten el
efecto relajante maximo tanto de la isopre-
nalina (Fig. 4A) como de SR 58611A (ago-
nista selectivo B,, resultados no mostrados),
obteniéndose unas CCR de recuperacion del
tono contractil y unos valores de pendiente y
pCl,,similares a los de pA,/pK; hallados con

A D
100+
100
5 75 ® Propranclol  § 0 Papaverina
E O Atenolol 'g % O Nifedipino
E- 0O ICl 118,551 i A Ditiazem
507 m SR 59230 50 ® Iscprenalina
3 3 B SRES611A
b A Bupranolol ]
o 257 + Alprenolol o 5
& o ]
0- ——r—————
r T T T T 1 E:] ] -7 -6 -5
L A Log [propanolol] (M)

Log [antagonista f] (M)

B l c

Nuevo método Schild n
pClyy (p) PA; ! pKg (p)
Propranolol | 654+0,05 | 063*+005 | 624684 | 0,69*+0,02 53
Alprenolol 7,06£0,09 | 1,02£0,08 7,43 0,910,01 e
Bupranolol 7,53£0,09 | 1,05£0,16 7,84 0,92 £0,03
SR 59230A 734+0,7 | 1,10£0,09 7,70 0,90 £ 0,03

Figura 4. Resultados obtenidos con los antagonistas selectivos de los adrenoceptores B en colon de rata. (A)
CCR de recuperacion del tono contractil de los distintos antagonistas sobre la relajacién méxima inducida por
isoprenalina 10-°M. Tal como se observa en la gréfica, el atenolol (antagonista selectivoB,) y el ICI 118,551
(antagonista selectivo B,), no son capaces de revertir la relajacion inducida por el agonista. (B) Parametros
caracteristicos de los distintos antagonistas calculados segtin el nuevo método (pendiente y pCl,,) y el método
de Schild (pendiente y pA,/pK,). *p <0.05 respecto a la unidad. (C) Representacién de la correlacidn entre
los valores de pCl,, y pA,/pK, obtenidos por uno y otro método para cada antagonista. La linea discontinua
representa la recta de identidad. (D) Representacion gréfica de la CCR de recuperacion del tono contractil de
propranolol frente a diferentes relajantes de la musculatura lisa. Nétese que el propranolol recupera el tono
contractil tras la relajacién inducida por los agonistas B (isoprenalina y SR 58611A), pero no es capaz de
recuperar el tono contractil tras la relajacion inducida por papaverina, nifedipino y diltiazem.
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el método de Schild (Fig. 4By C). Por el con-
trario, el atenolol (antagonista selectivo B,) y
el ICI 118.551 (antagonista selectivo B,) no
pudieron revertir los efectos relajantes de los
agonistas en el colon (Fig. 4A), lo que indica
que los receptores implicados en la respuesta
relajante mediada por los AR B en este tejido
son mayoritariamente del tipo B,. ldénticos
resultados se obtuvieron en ileon de rata (no
mostrados).

Para descartar la posibilidad de que la re-
cuperacioén del tono contréactil inducida por los
antagonistas B se debiera a una accién ines-
pecifica de éstos, se analizé también su capa-
cidad para revertir la relajacién maxima obte-
nida con otros compuestos que acttan por un
mecanismo independiente de la estimulacién
de los AR B: papaverina (relajante inespeci-
fico), nifedipino y diltiazem (bloqueantes de
los canales de calcio), pero en ningln caso se
observé recuperacion del tono contractil (Fig.
4D).

Se puede observar en la Fig. 4A y B que
la CCR del propranolol presenta una pendien-
te menor que la unidad, pero su ajuste no es
significativo para el modelo de dos sitios de
unién. Resultados similares se encontraron en
ileon de rata (no mostrados). Esto concuerda
con la falta de recuperacion del tono contractil
observada con los antagonistas selectivos B, y
B,, por lo que, en colon e ileon de rata, supo-
nemos que existe una poblacién mayoritaria
de adrenoceptores [3,. Sobre ellos, el propra-
nolol ejerce un antagonismo que no sigue el
modelo del antagonismo competitivo seguin
el método de Schild, y lo mismo observamos
con nuestro método. La explicacién a estos
resultados puede encontrarse en la existencia
de dos conformaciones distintas del receptor
B,, con distinto grado de acoplamiento a los
sistemas de sefializacion implicados en la
transduccion de la sefial, lo que explicaria la
pendiente de las curvas menor que la unidad,
y confirmaria, en receptores nativos, la exis-
tencia de las dos conformaciones observadas
en AR B, clonados y expresados en distintas
lineas celulares.!?

Por tanto, podemos concluir que los re-
sultados obtenidos validan la utilizacién del

nuevo método para analizar la interaccion
farmaco-receptor mediante estudios funciona-
les en territorios nativos, siendo un protocolo
especialmente Util respecto a los tradiciona-
les porque supone un considerable ahorro en
tiempo y en nimero de experimentos y de
animales. Esta ultima cuestion adquiere una
especial relevancia si consideramos los aspec-
tos éticos implicados en cualquier trabajo de
experimentaciéon animal o cuando se trabaja
con muestras dificiles de obtener, como es el
caso de los tejidos humanos.

Utilidad del nuevo método

CARACTERIZACION FUNCIONAL
DE LA POBLACION DE ADRENOCEPTORES oY B
EN UN DETERMINADO TERRITORIO

Utilizando antagonistas selectivos hemos
caracterizado los subtipos de AR o, funcio-
nalmente predominantes en la arteria caudal
(o), la aorta (o), la arteria iliaca (o /at,,),
la mesentérica (a,,/o,) y las arterias me-
sentéricas de pequefio calibre (o ,), y hemos
observado un diferente predominio funcio-
nal de los subtipos de AR o, a lo largo del
arbol vascular.’® Es interesante sefialar que
este método nos ha permitido demostrar la
presencia de una poblacién mixta de AR o,
y o, en algunas arterias, como la iliaca y la
mesentérica, al obtener CCR de relajacién de
los antagonistas selectivos BMY 7378 y b-
metilurapidilo con pendientes menores que
la unidad y que se ajustan significativamente
mejor al modelo de dos lugares de unién. Ade-
mas, la presencia funcional mayoritaria de es-
tos subtipos se correlacioné con la expresion
de RNAm determinada en los diferentes vasos
estudiados.!!

CAMBIOS EN LA FUNCIONALIDAD DE LOS RECEPTORES
ASOCIADOS A UNA DETERMINADA ENFERMEDAD

Aplicando el método propuesto hemos ha-
llado cambios en la funcionalidad de los sub-
tipos de AR o, en la hipertension. El objetivo
que nos planteamos fue la determinacién de
cambios funcionales del subtipo o, en dife-
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rentes vasos (aorta, arteria mesentérica, cau-
dal, iliaca, arterias mesentéricas de primera y
segunda rama) procedentes de ratas espon-
tdneamente hipertensas (SHR) y sus contro-
les normotensos (WKY), y determinar si estos
cambios se producian en los animales adultos
ya hipertensos o tenian lugar en el estado pre-
hipertensivo. Ademas, se analiz6 si el trata-
miento con un agente antihipertensivo como
el captopril podia revertir los cambios en la
expresion funcional del subtipo o . La utili-
zacién del método de Schild para determinar
las potencias de dos antagonistas (prazosina
y BMY 7378) en seis vasos distintos proce-
dentes de seis grupos diferentes de animales
supondria la realizacién de un gran nimero de
experimentos y la utilizacién de muchos ani-
males. El nuevo método nos permitié optimi-
zar el nimero de experimentos y de animales,
y observamos un aumento en la funcionalidad
del subtipo o, en animales SHR adultos, pero
no en jévenes, aumento que no se produce si
los animales son pretratados con captopril, lo
que sugiere una posible implicacién del subti-
po a,, en la génesis y el mantenimiento de la
hipertension arterial.’

CARACTERIZACION DE NUEVOS COMPUESTOS
COMO AGONISTAS/ANTAGONISTAS
DE LOS ADRENOCEPTORES @, Y BS

El método propuesto permite determinar
de forma rapida y sencilla la actividad y la
potencia como agonistas/antagonistas de una
serie de compuestos, asi como su selectividad
para cada subtipo de AR. Gracias a él hemos
determinado la potencia antagonista y la se-
lectividad sobre los distintos subtipos de AR
o, de una serie de 79 alcaloides bencilisoqui-
noleinicos y aporfinicos, y de los resultados
obtenidos destacamos la accién de la glau-
cina, la boldina y sus derivados halogenados
como antagonistas o, selectivos, asi como la
ausencia de afinidad de la aminoboldina por el
subtipo a1 En el caso de los AR B, hemos
ensayado la actividad de siete alcaloides ben-
cilisoquinoleinicos, destacando la actividad
de la tetrahidropapaverolina y la higenamina
como agonistas B,.1°
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J. SaLLés: En vez de utilizar concentraciones
maximas, ;habéis probado concentraciones
menores? En ese caso, ;se alejan los valores

?
de pA,y de pCl,

M.D. Ivorra: Cuando utilizas concentraciones
menores del agonista de los adrenoceptores
o, la contraccién no se mantiene estable a
lo largo del tiempo y por lo tanto nos invalida
la aplicacién del método. Hemos ensayado
con concentraciones ain mayores que las
maximales y hemos comprobado que, efecti-
vamente, la pCl,, se desplaza y se aleja del
valor de pA,. Este desplazamiento mantiene
cierta proporcionalidad con la concentracion
que utilizas.

J. SaLLEs: ;Y si se aplica la ecuacién de Cheng-
Prusoff?

M.D. Ivorra: Con esta ecuacion, los valores se
distorsionan totalmente.

J. SaLLés: Entiendo que el método es bueno
para antagonistas de alta afinidad, pero que
podria haber problemas para los de baja afi-
nidad. Probablemente se necesitarian tiem-
pos de incubaciéon mas largos para llegar a
condiciones de equilibrio y obtener valores
correctos de pA,. El Dr. Badia publicé un mé-
todo muy parecido al vuestro, referente a la
inhibicién de la respuesta contractil induci-
da por un estimulo eléctrico en el conducto

deferente por agonistas de los receptores o,
adrenérgicos, y obtenia resultados similares.

P. D’Ocon: El método ha demostrado ser valido

para los antagonistas de alta y baja afinidad
probados en aorta y en caudal a los mismos
tiempos, ya que en todos los casos el valor
de potencia obtenido se corresponde exacta-
mente con la afinidad.

J.M. Baevens: Los datos presentados son de

antagonistas competitivos. ;Qué resultados
crees que se podrian obtener utilizando an-
tagonistas no competitivos?

M.D. lvorra: En ese caso, la reversion de la

respuesta puede que no sea directamente
proporcional a la concentracién de antago-
nista utilizada, obteniéndose interacciones
mas complejas. Hemos visto que estas in-
teracciones complejas se pueden demostrar
con este nuevo método, por la pendiente de
las curvas concentracién-respuesta del an-
tagonista. En el caso del propranolol, por
ejemplo, se obtiene una pendiente menor
que la unidad, al igual que la que se obtiene
por el método de Schild. Y esto no obedece
a la presencia de varios subtipos porque en
el colon existe una poblacién mayoritaria de
adrenoceptores B,. Puede deberse a la pre-
sencia de distintos estados conformaciona-
les del receptor [33Y descritos en receptores
clonados. Por tanto, este método también

9
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puede explicar y demostrar este tipo de inte-
racciones complejas.

J. GiraLpo: Creo que valdria la pena desarrollar
modelos matematicos mecanisticos que in-
tenten dar cuenta de las posibles interaccio-
nes moleculares complejas que tienen lugar,
mas que aplicar un modelo empirico y des-
cribir simplemente la forma de la curva.

F. PErez-Vizcaino: Parece que definir la con-
centracién maxima a utilizar es clave en este
método, y muy complicado porque la curva
es una asintota.

M.D. Ivorra: Si, se elige la concentracion de
agonista que da lugar al primer punto de la
asintota, y de hecho hemos utilizado con-
centraciones diferentes segln el territorio,
10°*M de noradrenalina en aorta y 10° M
en caudal, y en estas condiciones los valores
de pCl,, obtenidos para los distintos antago-
nistas coinciden con los valores de pA,.

J. Buraueno: En relacién a las concentracio-
nes, parece ser que se elige la menor de las
concentraciones maximas.

M.D. Ivorra: Si, eliges la primera concentra-
cién que te ha dado la asintota, que posi-
blemente corresponde al 90% a 95% de la
respuesta maxima. No se utilizan concentra-
ciones mas altas.

E. ViLa: Tengo la impresion de que en la arteria
mesentérica sin endotelio es dificil mantener
el tono contréactil a pesar de trabajar con con-
centraciones maximas. Sin saber muy bien
por qué, hay dias que funciona y otros que
no. Por eso creo que en los vasos sanguineos
probablemente sea mas comodo y mas rapido
hacer curvas concentracién-respuesta con el
agonista en ausencia y en presencia de con-
centraciones crecientes de antagonista.

J. LLENAs: En su presentacién nos ha mostrado
que con los receptores o adrenérgicos exis-
te una buena correlacién entre los datos de
fijacién y los funcionales, pero quiero apro-

10

vechar para comentar que no siempre es asi,
y un buen ejemplo de ello son los agonistas
B, adrenérgicos como el salbutamol. En este
caso, el estudio funcional es todavia insusti-
tuible cuando se trata de identificar nuevos
productos.

M.D. Ivorra: Estoy totalmente de acuerdo. Es

verdad que con los receptores B, precisa-
mente no se observa correlacion.

F. Bosch: ;Utilizais los agonistas 8, como he-

rramienta farmacolégica o con finalidad te-
rapéutica?

M.D. Ivorra: El objetivo era buscar compues-

tos con actividad selectiva sobre los adre-
noceptores B, con la finalidad de utilizarlos
como herramienta farmacolégica, pero tam-
bién por su posible aplicacién terapéutica.
Analizamos diferentes alcaloides benciliso-
quinoleinicos que, por su semejanza con el
trimetoquinol, podian tener esa actividad.

F. BoscH: ;Cual seria su posible aplicacion te-

rapéutica?

M.D. Ivorra: Intestinal.

A.G. FernAnDEz: Querria ampliar un poco la

informacién acerca de la aplicabilidad de
los agonistas B,, tanto en el campo intes-
tinal como en otros. Hace afios, aunque sin
éxito, se intentaron desarrollar productos
para tratar la Ulcera gastrica y duodenal; en
el ambito de la obesidad, algunos farmacos
estan avanzando en clinica; y para la incon-
tinencia urinaria por vejiga hiperactiva hay
un agonista selectivo 3, que ya ha superado
la fase 2a clinica.

A. Babia: jHabéis hecho alglin experimento po-

niendo el agonista durante todo el tiempo que
esta también el antagonista para ver si hay un
proceso de desensibilizacién del receptor?

M.D. Ivorra: Si, en el caso de los adrenocep-

tores o la contracciéon se mantenia con el
tiempo.
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A. Bapia: En el caso de los adrenoceptores P. D’Ocon: Ademas, en este caso concreto, no
parece ser que hay un proceso de desensi- se observaba un fenémeno de desensibiliza-
bilizaciéon mas importante, que luego podria cion muy marcado cuando se hacian las cur-
falsificar resultados. Creo que es una cues- vas dosis-respuesta en repetidas ocasiones.
tién importante a tener en cuenta. Quiza sea una caracteristica de los B, que

los diferencia de los otros subtipos.
M.D. Ivorra: Si, pero estas afiadiendo con-
centraciones del antagonista que ya estan
revirtiendo la unién del agonista con ese
receptor.
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Actividad vasodilatadora
del trans-resveratrol en la aorta toracica
aislada de rata: una clara evidencia
de sus efectos cardioprotectores

F. Orallo

Departamento de Farmacologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela.

Resumen: Con el objeto de intentar dilucidar si el trans-resveratrol o (E)-resveratrol (3,4’,5-trihi-
droxi-trans-estilbeno; t-RESV) puede estar implicado en los efectos protectores del consumo pro-
longado y diario de cantidades moderadas de vino frente a la incidencia de diversas enfermedades
cardiovasculares, hemos estudiado por primera vez el mecanismo de la potencial actividad vaso-
dilatadora de este compuesto polifendlico en la aorta de rata. EI t-RESV (1-10 uM) no tuvo efecto
sobre las contracciones inducidas por la (-)-noradrenalina (NA, 1 uM) y por altas concentraciones
de KClI extracelular (60 mM) en anillos de aorta de rata desprovistos de endotelio. Sin embargo,
de una forma dependiente de la concentracidn, relajo la respuesta contractil producida por ambos
agentes vasoconstrictores en anillos intactos de aorta de rata. Los efectos vasodilatadores del t-
RESV fueron completamente inhibidos por la N¢-nitro-t-arginina (L-NOARG, 0,1 mM) y por el azul
de metileno (AM, 10 uM), pero no se vieron afectados por la atropina (10 uM) ni por la yohimbina
(1 uM). El efecto inhibitorio producido por la L-NOARG fue antagonizado por la t-arginina (0, 1
mM), pero no por la p-arginina. EIl t-RESV (1-10 uM) no modificé la actividad enzimatica de la
sintetasa constitutiva del dxido nitrico (NOSce) en homogeneizados de aorta de rata. Ademas,
tampoco mostré propiedades scavenger (barredoras, secuestradoras, atrapadoras o quelantes) de
radicales superdxido (O,’~) ni inhibidoras de la xantina oxidasa (XO). Sin embargo, el t-RESV (1-10
uM) disminuyd notablemente la actividad enzimatica de la oxidasa del dinucledtido de nicotina-
mida y adenina reducido (NADH)/fosfato del dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido
(NADPH) en homogenizados de aorta de rata [INADH/NADPH o NAD(P)H oxidasa vascular]. Todos
los resultados anteriores sugieren que: 1) el efecto vasorrelajante caracteristico dependiente del
endotelio del t-RESV en la aorta de la rata parece deberse a un incremento de la actividad de la via
de la 1-arginina-6xido nitrico (NO*)-monofosfato ciclico de 3’-5'-guanosina (GMP ciclico, GMP,),
posiblemente mediante la inhibicién de la actividad de la NADH/NADPH oxidasa vascular, con la
subsiguiente disminucion de la biosintesis celular basal de 0, y, por consiguiente, de la inacti-
vacion del NO* por dichos radicales; 2) este compuesto polifendlico natural podria desempefiar un
papel importante en los efectos cardioprotectores producidos a largo plazo por el consumo diario
de cantidades moderadas de vino.

Palabras clave: Trans-resveratrol — Aorta de rata — Vasodilataciéon — Sintetasa constitutiva del 6xido
nitrico — Sistema hipoxantina-xantina oxidasa — NAD(P)H oxidasa.
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Introduccion

Recientemente, los estudios sobre el con-
sumo de vino han recibido una considerable
atencioén, tanto por parte de la comunidad
cientifica como del publico en general. La
baja incidencia de cardiopatia isquémica y
otras enfermedades cardiovasculares en la
poblacién del sur de Francia, a pesar de te-
ner una dieta rica en grasas saturadas y unos
factores de riesgo similares a los de otros pai-
ses industrializados (escaso ejercicio, elevado
consumo de tabaco, etc.), se ha atribuido al
mayor consumo continuado y moderado de
vino (especialmente tinto), fendmeno que se
denomina “la paradoja francesa”.!> Como los
efectos beneficiosos y protectores del vino son
independientes de su contenido en alcohol, en
estos ultimos afios se han realizado intensas
investigaciones para identificar los principios
activos responsables. Aunque tales principios
todavia no se conocen, posiblemente por la
compleja mezcla de sustancias presentes en
el vino con efectos opuestos sobre el sistema
cardiovascular, existen varias moléculas can-
didatas, entre las que se encuentra el trans-
resveratrol o (E)-resveratrol (3,4’,5-trihidroxi-
trans-estilbeno; +RESV) y otros compuestos
de naturaleza polifendlica.3”’

Hemos estudiado por primera vez la posi-
ble actividad vasodilatadora del +RESV en la
aorta de rata mediante estudios funcionales, y
los mecanismos por los que dicha actividad se
produce, con el objeto de intentar dilucidar si
este polifenol de origen natural puede estar im-
plicado en los efectos protectores del consumo
moderado y prolongado de vino frente a la inci-
dencia de diversas patologias cardiovasculares,
e intentar explicar el fenémeno de la paradoja
francesa.

Efectos vasodilatadores del -RESV
en la aorta toracica aislada de rata

Experimentos iniciales

La primera serie de experimentos fueron
disefiados para estudiar los efectos del t-
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RESV sobre las contracciones inducidas por
la (-)-noradrenalina (NA) y el KCI, dos agentes
vasoconstrictores que actlan por mecanismos
diferentes.

El #RESV (1-10 pM) no tuvo efecto sobre
las contracciones inducidas por la NA (1 pM)
y por altas concentraciones de KCI extracelu-
lar (60 mM) en anillos de aorta de rata des-
provistos de endotelio. Sin embargo, de una
forma dependiente de la concentracién, relajé
la respuesta contractil producida por ambos
agentes vasoconstrictores en anillos intactos
de aorta de rata. Los correspondientes valores
(media + error estandar de cinco experimen-
tos) de las concentraciones inhibitorias 50
(Cl,;) presentaron diferencias significativas
(p <0.01) (Fig. 1). Los efectos vasorrelajantes
tan caracteristicos, dependientes del endo-
telio, del t-RESV sobre las contracciones in-
ducidas por elevadas concentraciones de KClI
extracelular fueron significativamente meno-
res que los obtenidos frente a las contraccio-
nes inducidas por NA, ya que los porcentajes
maximos de relajacion (R, ) fueron menores
y la Cl,, mayor (Fig. 1).8°

Debido a que el 6xido nitrico (NO*) tiene
efectos vasodilatadores similares a los del -
RESV,'° con estos experimentos iniciales y
preliminares empezamos a sospechar que el
t-RESV podria actuar potenciando de alguna
forma los efectos del NO*; esto es, podria pro-
ducir un incremento de la actividad de la via
de la L-arginina-NO°-monofosfato ciclico de
3',5’-guanosina (GMP ).

La ruta de la t-arginina-NO*-GMP,

En tejidos vasculares, la ruta de la L-argi-
nina-NO*-GMP_ se inicia en las células endo-
teliales, las cuales, en condiciones fisiologi-
cas, sintetizan bajas concentraciones de NO*
(en el rango pico-nanomolar) a partir de un
aminoéacido, la L-arginina, por accién de una
enzima que es una de las isoformas de la sin-
tetasa del NO* (NOS), denominada sintetasa
constitutiva endotelial del NO* dependiente
de Ca?*-calmodulina (NOSE, NOS III, NOS-3
o NOSce), normalmente de localizacién cito-
plasmatica.!!



ACTIVIDAD VASODILATADORA DEL TRANS-RESVERATROL EN LA AORTA TORACICA AISLADA DE RATA

100+

Anillos sin endotelio
80+

60
Clgy=38,4+0,32 uM

Rinae = 74 + 6%

Tension (%)

40

* *

Anillos con endotelio

20

T T T T
-7,0 -65 -6,0 -5,5 -5,0 -4,5
Log [t-RESV] M

100+

Anillos sin endotelio
801

6071 Gl y=9,6 +0,87 uM

Rnax=53 £3,7%

max

Tension (%)

407 Anillos con endotelio

T T T T
-7,0 -6,5 -6,0 -5,5 -50 -45
Log [t-RESV] M

Figura 1. Curvas concentracion-respuesta de la vasorrelajacion inducida por el t-RESV (1-30 uM) en anillos
intactos de aorta de rata precontraidos con NA (1 uM; panel A) o con altas concentraciones de KCI extracelular
(60 mM; panel B). Cada punto representa la media + error estandar (indicado por barras verticales) de cinco
experimentos. Grado de significacion estadistica: **p <0.05 o *p <0.01 con respecto a la tensiéon maxima

(100%). R, = porcentaje maximo de relajacion.

Una vez producido y liberado por el endo-
telio, el NO* difunde a las células muscula-
res lisas de la tinica media del vaso, en las
cuales va a estimular una enzima presente
en el citoplasma de esas células, la guanilil
ciclasa soluble, que transforma el GTP, proce-
dente del metabolismo celular, en un segun-
do mensajero, el GMP_, que por una serie de
mecanismos no demasiado bien conocidos va
a actuar sobre las células lisas vasculares ha-
ciendo que se relajen, es decir, produciendo
vasodilatacién.1!:12

El NO* producido en el endotelio puede
combinarse, en condiciones fisiolégicas, con
una serie de radicales libres que son los radi-
cales superoxido (0,*7). Los O, se producen
tanto en la célula endotelial como en la célula
lisa vascular, sobre todo por la accién de dos
enzimas: la xantina oxidasa (X0), que utiliza
como sustrato preferente la xantina, y la oxi-
dasa del dinucleétido de nicotinamida y ade-
nina reducido (NADH)/fosfato del dinucleétido
de nicotinamida y adenina reducido (NADPH)
[NADH/NADPH o NAD(P)H oxidasal, que uti-
liza, sobre todo, como sustrato preferente en
la célula lisa vascular el NADH (ver méas ade-
lante). EI NO*, al combinarse con esos 0,
se transforma en peroxinitrito (ONOO-), que
ya no tiene los efectos cardiovasculares bene-
ficiosos del NO* (Fig. 2).!

La via de la L-arginina-NO*-GMP_ puede ser
modulada por diversas herramientas farmaco-
|6gicas que actlan a diferentes niveles, como
la NC-nitro-L-arginina (L-NOARG), un inhibidor
de todas las isoformas de la NOS y, por consi-
guiente, de la biosintesis del NO*, o por el azul
de metileno (AM) y el ODQ (dos conocidos in-
hibidores de la guanilil ciclasa soluble).'? Pre-
cisamente son estos farmacos (herramientas
farmacolégicas) los que bloquean los efectos
vasodilatadores del +-RESV. En efecto, la adi-
cién acumulativa de t-RESV (1-10 pM) no re-
lajé las contracciones inducidas por L-NOARG
+ NA, L-NOARG + KCI, AM + NA, AM + KCl,
0DQ + NAy ODQ + KCI (n = 5, p >0.05) en
anillos intactos de aorta de rata.®

Por otro lado, el inhibidor de la sintesis de
NO-, la L-NOARG (0,1 mM), invirtié la relaja-
cion inducida por el RESV, es decir, hizo que
el tejido vascular se contrajera hasta un tono
préximo al que presentaba antes de la adicién
del t-RESV. Ademas, el incremento en el tono
inducido por la L-NOARG fue revertido, a su
vez, por la r-arginina (0,1 mM), el sustrato
fisiolégico de la NOS, pero no por la p-arginina
(0,1 mM), lo que indica la naturaleza com-
petitiva y enantioselectiva de la interaccion
(Fig. 3).

Con todos estos resultados, cada vez era
mas evidente que los efectos vasorrelajantes
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L-arginina

Figura 2. Representacién esquematica de la ruta de la r-arginina-NO*-GMP_. Se indican los lugares en que
pueden interferir el t-RESV, la .-NOARG, el AM y el ODQ (para mds detalles ver el texto).

caracteristicos dependientes del endotelio del endoteliales y b) disminucién de la biotrans-
t-RESV podian ser mediados por un incremen- formacion (inactivacién) del NO".
to de la via de la L-arginina-NO*-GMP , basica- Teniendo en cuenta las consideraciones an-
mente por dos mecanismos: a) incremento de teriores, se disefiaron una serie de experimen-
la sintesis/liberacién del NO* por las células tos en la aorta de rata destinados a evaluar:
A L-arginina B D-arginina
RESV (0,1lmM) RESV (0,1‘mM)
(10 pMm) (10 pM)
2 + 2 4
G E
»: ~C
S S
c C
@ @
1T 1T
0d 4 L-NOARG od 4 L-NOARG
NA (1 uM) 01 mM NA (1 pM) (01 mM)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Minutos Minutos

Figura 3. Registro representativo que muestra los efectos vasorrelajantes del t-RESV (10 uM) en anillos de aor-
ta de rata con endotelio precontraidos con NA (1 pM). La vasorrelajacién producida por el t-RESV fue revertida
por el inhibidor de la NOSce, la .-NOARG (0,1 mM). Esta contraccion inducida por la .-NOARG fue invertida, a
su vez, por el sustrato fisioldgico de la NOS, la t-arginina (0,1 mM; panel A), pero no por la p-arginina (0,1 mM;
panel B). Las flechas indican el momento de la adicion de los farmacos correspondientes.
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1) El posible incremento de la biosintesis de
NO*, viendo sobre todo la posible activa-
cion directa o indirecta de la NOSce.

2) La posible inhibicién por parte del +-RESV
de la biotransformacion del NO® en el or-
ganismo. De esta forma intentamos estu-
diar los posibles efectos antioxidantes del
t-RESV, esto es, como scavenger (barredor,
secuestrador, atrapador o quelante) de los
0, 0 bien como inhibidor de la biosintesis
de 0,*, bien por inhibicion directa de la
actividad enzimética de la XO, o de la otra
enzima que es capaz de sintetizarlo en el
organismo en condiciones fisiolégicas, la
NAD(P)H oxidasa.

;Incrementa el t-RESV la sintesis/liberacidn
de NO* por las células endoteliales?

Estudiamos, en primer lugar, los posibles
efectos directos del -RESV sobre la actividad
enzimatica de la NOSce, midiendo la conver-
sion de L-[*Hlarginina en L-[*H]citrulina y uti-

lizando homogenizados de aorta de rata como
fuente de enzima.

Con los experimentos correspondientes nos
|levamos la primera decepcién, porque el t-
RESV (1-10 pM) no modificé la actividad de la
NOSce (Fig. 2), lo que sugiere que los efectos
vasodilatadores del +-RESV no se deben a una
activacién directa de la NOS y, por consiguien-
te, a un incremento de la biosintesis de NO*.°

La posibilidad de una estimulacién indi-
recta de la NOSce por el -RESV fue evaluada
con otros experimentos diferentes.

En diversas ocasiones se ha demostrado
que, en la aorta de la rata, la activacion de
distintos subtipos de receptores muscarinicos
por la acetilcolina o de receptores adrenérgicos
o, endoteliales por agonistas selectivos (por
ejemplo BHT-920), respectivamente, produce
un aumento en la concentracién de calcio libre
citosélico ([Ca?*] ), que estimula la NOSce y
la subsiguiente y rapida produccién/liberacién
de NO* (Fig. 4). Aunque el mecanismo todavia
no esta claro, este incremento de la [Ca®*],

t+ nesv
Ca?

Ca2+

Membrana
celular

Citoplasma

Ca2t-calmodulina

{+}\

NOSce

’ L-arginina

7?7 s

) \‘” /0

Calmofulina -+~ ' [Ca2+]c

-RESV
(+) *

B HT 920

Reticulo
endoplasmatico

NO- + L-citrulina

Figura 4. Esquema del mecanismo de la activacion indirecta de la NOSce mediante la estimulacion de re-
ceptores muscarinicos y receptores adrenérgicos o.,en la célula endotelial. Como se describe en el texto y se
indica en la figura, nuestros experimentos demuestran que el t-RESV no es un agonista de esos receptores.
Ach = acetilcolina.
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parece deberse fundamentalmente a la libera-
cién de Ca?* de los depésitos intracelulares de
almacenamiento (reticulo endoplasmatico), y
posiblemente también a un aumento del flujo
de entrada de Ca?* a través de los hipotéti-
cos y controvertidos canales transmembrana
de Ca?* operados por receptor.!315 Todos estos
efectos son bloqueados especificamente por
antagonistas selectivos de los receptores ante-
riores, como la atropina (un conocido antago-
nista no selectivo de los diferentes subtipos de
receptores muscarinicos) y la yohimbina (un
agente bloqueante selectivo de los receptores
adrenérgicos a,).!?

Por ello, para averiguar si el +-RESV actla
como agonista de estos receptores y activa de
forma indirecta la NOSce al desencadenar la
cascada de eventos mencionados, estudia-
mos la influencia de estos antagonistas sobre
los efectos vasodilatadores del +-RESV y nos
Ilevamos nuestra segunda decepcién, ya que
las Cl,, del +-RESV frente a las contracciones
inducidas por NA y KCI fueron practicamente
similares en ausencia y en presencia de yo-
himbina y de atropina (Tabla 1), lo que sugiere
que el +-RESV no activa receptores muscari-
nicos/receptores adrenérgicos o, y, por con-
siguiente, no estimula de forma indirecta la
NOSce en la aorta de rata (Fig. 4).

¢;Disminuye el t-RESV la biotransformacion
(inactivacién) del NO*?

En vista de estos resultados negativos in-
vestigamos (en una segunda serie de experi-

TABLA I. Cl,, (uM) de la vasorrelajaciéon inducida
por el t-RESV en anillos de aorta de rata con en-
dotelio precontraidos con NA (1 pM) o con altas
concentraciones de KCI extracelular (60 mM), en
ausencia y en presencia de atropina (10 pM) y de
yohimbina (1 pM). Cada valor representa la media
+ error estandar de cinco experimentos.

Protocolos (-)-NA KClI

t-RESV 3,4+0,32 9,6 £ 0,87
Atropina + t-RESV 3,2+0,23 9,33+ 0,76
Yohimbina + t-RESV 3,3+0,26 8,97 + 0,88
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mentos) el posible efecto del +-RESV sobre la
biotransformacién del NO*, para ver si podia
atrapar los 0,'~ encargados de su biotransfor-
macién a ONOO-, tanto en la célula endotelial
como en la célula vascular, o bien si podia ac-
tuar sobre cualquiera de las enzimas encarga-
das de la biosintesis de 0", esto es, sobre la
X0 o sobre la NAD(P)H oxidasa.

La potencial actividad del +RESV como
scavenger selectivo de O, fue evaluada uti-
lizando el denominado sistema hipoxantina
(HX)-XO, el cual se puede utilizar al mismo
tiempo para estudiar los posibles efectos del
tRESV sobre la XO comercial (procedente
de leche de mantequilla). Se ha descrito que
la HX, en presencia de oxigeno, por accion
de la XO se transforma en xantina, 0,*"y
agua oxigenada (H,0,). Por otro lado, la
xantina, que se genera en esa primera reac-
cién, combinada con el oxigeno (por accién
también de la XO) se transforma en acido
drico, 0,°~ y H,0,. Los 0,'~ generados por
este sistema reaccionan con el azul de nitro-
tetrazolio (NBT) (que es reducido en la reac-
cién) para producir formazan. La formacién
de este compuesto coloreado (formazan) vy,
por lo tanto, la cantidad de O, generados
enzimaticamente, pueden medirse por es-
pectrofotometria a 560 nm. Paralelamente,
la produccion de acido drico por la XO puede
medirse a 265 nm (Fig. 5). Cuando un far-
maco disminuye la cantidad de 0, (es de-
cir, lareduccién del NBT), y al mismo tiempo
no afecta a la formaciéon de &cido urico, es
considerado como un neutralizador selectivo
de O,°". Por otro lado, si un farmaco inhibe la
actividad de la X0, entonces es capaz de dis-
minuir tanto la concentracién de acido Urico
como la de 0,16

En nuestros experimentos, a diferencia de
la superéxido dismutasa [SOD, 0,1-10 U/ml;
Cl,, (media + error estandar)= 1,02 + 0,06 U/
ml (n = 5)], un conocido scavenger selectivo
de 0., el +RESV (1-10 puM), no modificé la
produccién de formazan por la reaccién de los
0, (generados por el sistema HX-XO) con el
NBT (Fig. 5). Ademas, a diferencia del alopu-
rinol [1-10 pM; Cl,, (media + error estandar)
= 3,63 = 0,29 uM (n = 5)1, un inhibidor de
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Figura 5. Representacion esquematica de las reacciones producidas en el sistema HX-XO. Como se detalla en
el texto y se indica en la figura, nuestros experimentos demuestran que el t-RESV no es un scavenger selectivo

de O, ni un inhibidor de la XO comercial.

referencia de la XO, el t-RESV no tuvo efecto
sobre la oxidacion enzimética de la xantina a
4cido Urico catalizada por la XO (Figs. 5y 6).
Estos resultados indican claramente que el t-
RESV no muestra propiedades neutralizadoras
selectivas de 0,° ni propiedades inhibidoras
directas de la XO y, por lo tanto, que esas pro-
piedades no estan implicadas en los efectos
vasorrelajantes dependientes del endotelio del
LRESV en la aorta de rata.® Era nuestra terce-
ra decepcion.

Con todos estos resultados negativos esta-
bamos bastante deprimidos y desesperados,
porque sélo nos quedaba una ultima posi-
bilidad en la hipétesis de la que habiamos
partido: que el +-RESV inhibiese la NAD(P)H
oxidasa, la segunda enzima que participa en
la biosintesis de 0,°".

La NAD(P)H oxidasa es una enzima de
membrana (aunque tiene también algunas
subunidades citosélicas) que, a partir del oxi-
geno y del NADH (sustrato preferente en cé-
lulas vasculares) o el NADPH (sustrato prefe-
rente en células fagociticas) procedentes del
metabolismo celular, cataliza la biosintesis de
NAD*, NADP*y O,*- [estequiometria: 20, +
NAD(P)H = 20,*~ + NAD(P)* + H*] (Fig. 6).

La NAD(P)H oxidasa vascular difiere de la
NAD(P)H oxidasa fagocitica en varias subu-
nidades.!®”

Iniciamos los experimentos correspondien-
tes para estudiar los posibles efectos del t
RESV sobre la actividad de la NAD(P)H oxi-
dasa utilizando homogenizados de aorta de
rata como fuente enzimética (la verdad es que
sin muchas esperanzas), y nos llevamos una
gran alegria al ver que el +RESV es un potente
inhibidor de esta enzima y, por consiguiente,
es un buen antioxidante ya que disminuye la
biosintesis de 0,*~. En efecto, el +RESV (1-
10 pM), al igual que el difenileniodonio (0,5-
3 uM) [DPI, un inhibidor de referencia de la
NAD(P)H oxidasal, disminuy6é notablemente,
de forma dependiente de la concentracion, la
actividad enzimatica de la NADH/NADPH o
NAD(P)H oxidasa en la aorta de rata (Figs.
2y 6), es decir, la sefial de quimioluminis-
cencia especifica emitida por la reaccién en-
tre la lucigenina y los 0,°~ generados a partir
del oxigeno y del NADH (el sustrato preferido
por la NADH/NADPH oxidasa en tejidos vas-
culares). Los valores correspondientes de Cl,
fueron 4,81 + 0,37y 1,46 + 0,10 uM (n = 5),
respectivamente.®
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Xantina + O,

t-RESV
)
Membrana NADPH
celu.l_a'r.__ e — - m— i - -
0, + NAD(P)H 0, + NAD(P)*
Citoplasma

™ + acido arico + H,0,

VA
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Figura 6. Esquema de la biosintesis de O,'~ en las células vasculares (células lisas y células endoteliales) me-
diante la activacion de la NAD(P)H oxidasa y de la XO. Como se describe en el texto y se indica en la figura, el
t-RESV disminuye la actividad de la NAD(P)H oxidasa, pero no modifica la de la XO.

Efectos cardioprotectores derivados
del incremento de las concentraciones
de NO* producidas por el t-RESV

En resumen, los resultados anteriores de-
muestran que el efecto vasorrelajante carac-
teristico dependiente del endotelio del +RESV
en la aorta de la rata parece deberse a un
incremento de la actividad de la via de la L-
arginina-NO*-GMP_, posiblemente mediante la
inhibicién de la actividad de la NADH/NADPH
oxidasa vascular, la subsiguiente disminucién
de la biosintesis celular basal de 0,'~y, por
consiguiente, de la inactivacién del NO* por
dichos radicales, lo que da lugar a un incre-
mento de las concentraciones de NO®. En este
sentido, es preciso comentar que dicho incre-
mento de las concentraciones de NO® en el
organismo tiene efectos cardiosaludables por
diversos mecanismos:

1) Potente actividad vasodilatadora (Fig. 2),
altamente beneficiosa en la cardiopatia is-
quémica y en los efectos antianginosos de
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la nitroglicerina y otros nitrovasodilatado-
res donadores de NO*.!!

2) Potente efecto inhibidor de la oxidacién de

las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
circulantes, lo cual va a ser clave para la
prevencion de la aterosclerosis, esto es, para
inhibir la formacién de ateromas. Como se
puede ver en la Fig. 7, un grupo de glébulos
blancos (los monocitos), al atravesar los po-
ros existentes entre las uniones de las células
endoteliales, pueden pasar al subendotelio,
es decir, al espacio existente entre las célu-
las endoteliales y las células vasculares lisas
de la capa media del vaso. Ya en el espacio
subendotelial, fuera del torrente circulatorio,
los monocitos se convierten automaticamen-
te en células fagociticas, que son los macro-
fagos. Por otro lado, las LDL, cuando estéan
circulando, sufren una serie de procesos de
oxidacion (normalmente por la accién de dis-
tintos radicales libres producidos en condi-
ciones patolégicas) y se transforman en LDL
oxidadas (LDL-OX). A diferencia de las LDL
normales, las LDL-OX son captadas por los
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Sangre circulante

Monocito
®

Célula endotelial

Subendotelio

espumosas i !

* Células

LDL LDL-OX

Figura 7. Representacion esquemadtica de los efectos cardioprotectores del NO* derivados de la inhibicién de
la oxidacion de las LDL (para mas detalles ver el texto). LDL-OX = LDL oxidadas.

macréfagos de forma indiscriminada, con lo
cual se forman las Ilamadas células espumo-
sas porque son células cargadas de grasa. La
aparicion de estas células es el paso inicial
para que se desarrolle la placa lipidica cal-
cificada (ateroma) en la pared del vaso san-
guineo. Pues bien, como se ha comentado
anteriormente, el NO* liberado de las células
endoteliales es un potente inhibidor de la
oxidacién de las LDL, por lo cual éstas, al no
estar oxidadas, no son captadas indiscrimi-
nadamente por los macréfagos derivados de
los monocitos, no se transforman en células
espumosas Y, por consiguiente, no depositan
grasa en la pared vascular y se previene la
formacién de la placa aterosclerética.'®

3) Potente efecto antiagregante plaquetario,
impidiendo que se generen los trombos
intraarteriales o intravasculares blancos,
constituidos por masas blancas de plaque-
tas adheridas y agregadas a la placa ateros-
clerética, que a medida que crece termina
penetrando en la luz del vaso al perforar el
endotelio vascular (Fig. 8).11

Conclusiones

Teniendo en cuenta los efectos cardio-
protectores del NO°* descritos anteriormen-
te y asumiendo que la actividad de la ruta
L-arginina-NO*-GMP_ parece ser baja y estar
alterada (disminucién de la sintesis de NO*/
incremento de la produccién de 0,') en las
enfermedades del sistema cardiovascular,
como la hipertension y la aterosclerosis,®!”
probablemente debido a una actividad incre-
mentada de la NADH/NADPH oxidasa, si el t-
RESV mostrase un comportamiento similar en
los vasos sanguineos humanos nuestros resul-
tados permitirian sugerir que este compuesto
polifendlico natural podria desempefiar un
papel importante en los efectos cardioprotec-
tores producidos a largo plazo por el consumo
diario de moderadas cantidades de vino.

Como se puede comprobar, tanto los estu-
dios funcionales realizados en la aorta aislada
de rata como los realizados a escala subce-
lular y molecular han sido clave para poder
|legar a la conclusién anterior. Por estos moti-
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Subendotelio

Ateroma

/ Plaquetas circulantes

Células endoteliales

Células lisas vasculares

Trombo intraarterial blanco
(plaquetas agregadas)

Ateroma

Figura 8. Esquema de los efectos inhibidores del NO* sobre la adhesion y la agregacion de las plaquetas a la

placa aterosclerdtica.

vos, a pesar de que en la actualidad muchos
farmacélogos s6lo utilizan técnicas de biolo-
gia molecular para generar sus resultados, a
ser posible siempre se deberan realizar tam-
bién simultdneamente el mayor nimero de
experimentos in vivo e in vitro sobre tejidos
aislados, células y fracciones subcelulares
(con todas las ventajas e inconvenientes que
cada uno de ellos lleva consigo). Solamente
trabajando de esta forma podra ser viable el
estudio conjunto de los resultados obtenidos,
su comparacion y su posible extrapolacién de
unos tipos de experimentos a otros.

Ya para terminar, después de todo lo ex-
puesto hasta aqui y ante la cuestién de si el
vino es realmente recomendable, yo casi me
atreveria a decir que dos o tres copitas dia-
rias de vino pueden ser Gtiles para prevenir
situaciones desagradables como un ataque de
angina de pecho o un infarto de miocardio.
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S. ERriL: ;Qué concentraciones de +RESV se
consiguen en el organismo tras la ingesta
diaria de tres copas de vino?

F. OraLLo: Se consiguen concentraciones en
sangre muy parecidas a las que acabo de
exponer. El grupo de Alberto Bertelli, de la
Universidad de Milan, ha demostrado que el
t-RESV se va acumulando también en diferen-
tes tejidos del organismo (higado, rifién y co-
razén). Ademas, hay que tener en cuenta que
las concentraciones de +RESV varian mucho
dependiendo del tipo de vino que se ingiera.
El vino tinto, en lineas generales, por la forma
de preparacion, contiene mas RESV que el
vino blanco. Por consiguiente, después de un
consumo moderado y diario, con el vino tinto

se alcanzan concentraciones plasmaticas mas
altas de +-RESV que con el vino blanco.

M.J. Sanz: Parte de los efectos del ~RESV son
revertidos por la L-NAME (inhibidor de las
isoformas de la NOS). ;Qué ocurre con la
ciclooxigenasa (COX)?

F. OraLLo: Se ha descrito en distintas publi-
caciones que el tRESV inhibe la actividad
enzimatica de las isoformas de la COX, fun-
damentalmente la de la COX-1. Como parece
que la investigaciéon de la actividad farma-
colégica de los isémeros del resveratrol y de
sus derivados no interesa en este pais, por-
que me estan denegando todos los proyectos
que solicito, en la actualidad en Santiago de
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Compostela nos dedicamos a evaluar, entre
otras cosas, los efectos sobre la COX-1 vy la
COX-2 de nuevos farmacos antiinflamatorios
de origen natural y sintético. Al haber tenido
que poner en marcha y a punto las corres-
pondientes técnicas de medida de la acti-
vidad enzimatica, hemos aprovechado para
realizar algunos experimentos con el +RESV
y hemos observado que dicho polifenol inhi-
be la COX-1 a concentraciones similares a las
que tiene efectos vasorrelajantes en la aorta
de rata.

M.J. Sanz: En colaboracién con el Dr. Orallo
hemos observado claros efectos anitiinflama-
torios en un modelo crénico de inflamacién
en ratas tratadas durante un mes con 15 mg
de -RESV por via oral. Y respondiendo al Dr.
Erill, creo que hay vinos que llegan a concen-
traciones de +RESV de 75 mg por litro.

A.M. PLanas: ;Creéis que podria haber un be-
neficio agudo del tratamiento con +RESV?
;Dosis mas altas podrian tener algin efecto
no deseado?

F. OraLLo: Hasta ahora sélo se han descrito
en humanos efectos beneficiosos en trata-
mientos crénicos y se han iniciado muy po-
cos estudios clinicos debido a que, al ser un
compuesto polifenélico de origen natural, el
tRESV no se puede patentar. De todos mo-
dos, en Estados Unidos y Canada se estéan
realizando ensayos clinicos con el +RESV
y con algunos derivados sintéticos para el
tratamiento del cancer de colon y de infec-
ciones recurrentes por el VHS-1 (creo que
tales ensayos se encuentran en las fases
I/11). Ademas, el grupo de David Sinclair, de
la Universidad de Harvard, esta intentando
conseguir financiacion para realizar estudios
clinicos relacionados con los efectos benefi-
ciosos que el +RESV tiene sobre el enveje-
cimiento, fundamentalmente por ser un po-
tente activador de la actividad enzimatica de
las sirtuinas. Por otro lado, al igual que los
estudios de toxicidad realizados en la fase |
de los ensayos clinicos que he citado ante-
riormente, los pocos estudios toxicoldgicos
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aislados llevados a cabo hasta la fecha en
humanos demuestran que el +RESV es se-
guro y que no ocasiona reacciones adversas
cuando se administra en dosis Unicas de 0,5,
1, 2,5y 5 g por via oral a personas sanas de
aproximadamente 70 kg de peso.

J.M. Baevens: El resveratrol y los antiinflama-
torios no esteroideos producen un efecto
analgésico mediado por el 6xido nitrico, el
GMP, y la apertura de los canales de pota-
sio dependientes de ATP. ;En este modelo
también se ha observado la apertura de los
canales de potasio? ;Los analgésicos antiin-
flamatorios no esteroideos ejercen un efecto
similar al del resveratrol?

F. OraLLo: No hemos realizado ningln estudio
sobre esto.

A.G. FernANDEz: Teniendo en cuenta que el
vino supone la ingesta concomitante de eta-
nol, lo que puede estar contraindicado en un
ndmero apreciable de casos, ;podria comen-
tar qué otros alimentos contienen +~RESV?

F. OraLLo: Cacahuetes, arandanos y moras de
moral, principalmente.

F. PErez-Vizcaino: Nosotros trabajamos con fla-
vonoides y hemos observado que en plasma
se encuentran como glucosulfoconjugados,
con lo cual hemos tenido que repetir la far-
macologia basandonos en estos metabolitos.
;Sucede lo mismo con el resveratrol?

F. OraLLo: Practicamente no se han realizado
estudios de este tipo en humanos. De todas
formas, como sucede con otros farmacos,
aunque se ha descrito que el +-RESV genera
varios metabolitos, entre ellos los correspon-
dientes glucurénidos y sulfatos, nunca se
produce una biotransformacién instantanea,
con lo cual inicialmente también habra en
sangre t-RESV sin metabolizar. Ademas, creo
que dichos glucurénidos y sulfatos conservan
en parte la actividad farmacolégica que tiene
el compuesto natural. En el vino, aparte del
tRESV se encuentran presentes polimeros
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y glucésidos de este polifenol. Dichos deri-
vados son hidrolizados a +RESV en el tubo
digestivo, el cual luego es absorbido como
tal. Esto contribuye a que en plasma se al-
cancen concentraciones de RESV proximas
a las terapéuticas después de un consumo
diario de cantidades moderadas de vino.

A.M. Panas: jEI ~RESV se acumula en el ce-
rebro?

F. OraLLo: Esta publicado que atraviesa la ba-
rrera hematoencefalica y que accede al SNC,
pero me parece que no se ha descrito que el
t-RESV se acumule en el cerebro.

J.M. Baevens: El equivalente en el uso clinico

del +RESV serian los nitratos, y con un uso
continuado producen tolerancia. ;Se ha des-
crito algo similar con el +RESV?

F. OraLLo: Que yo sepa, no se ha descrito que

el +RESV produzca tolerancia.

P. D'Ocon: La tolerancia que generan los ni-

tratos se debe en gran parte al metabolismo
previo que sufren, y quiza el mecanismo no
sea comparable al del resveratrol, lo cual
justificaria que éste no presente esa toleran-
cia por actuar directamente, sin necesidad
de una metabolizacién previa.
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La inflamacion como diana terapéutica
en la isquemia cerebral
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Resumen: La inflamacién contribuye al progreso de la lesion isquémica y al deterioro neuroldgico
en el ictus, una enfermedad aguda en la cual se interrumpe o disminuye la irrigacion del cerebro.
En esta respuesta inflamatoria intervienen sefiales extracelulares (como citocinas, quimiocinas y
proteinasas de la matriz extracelular), se activan células gliales y vasculares, e infiltran leucocitos.
Los neutrdfilos son los primeros leucocitos infiltrantes que aparecen en las primeras horas después
del inicio de la isquemia, y liberan enzimas citotéxicas y proteinasas de la matriz extracelular,
generando estrés oxidativo. La posterior infiltracion de monocitos y linfocitos también contribuye a
la exacerbacion de la isquemia, Ademas, la lesién cerebral provoca la liberacién de catecolaminas
y corticosteroides al torrente circulatorio, que pueden afectar al sistema inmunitario y favorecer
una respuesta antiinflamatoria de tipo Th2. Dicha respuesta podria frenar la inflamacién cerebral
al limitar el proceso inflamatorio local al tejido isquémico, a expensas de inducir un sindrome de
inmunodepresion que favoreciera que los sujetos isquémicos fueran mas susceptibles a contraer
infecciones. El estrés oxidativo y la inflamacién se han identificado como posibles dianas para el
tratamiento del ictus y puede intervenirse farmacolégicamente, aunque aun queda por aclarar de
qué modo el estado de inmunosupresiéon inducido por la respuesta antiinflamatoria podria aumen-
tar el riesgo de contraer infecciones en los pacientes de ictus.

Palabras clave: Ictus — Inflamacién — Estrés oxidativo — Inmunosupresion.

Ictus y lesién isquémica

El ictus es una enfermedad aguda en la cual
se interrumpe o disminuye la irrigacién normal
del cerebro o de una zona de él, y a menudo es
causa de discapacidad permanente o muerte.
El ictus es muy frecuente en nuestra sociedad y
es la enfermedad neurolégica que causa mayor
nimero de ingresos hospitalarios. A pesar de
que el ictus se produce generalmente en perso-
nas de edad avanzada, también puede afectar
a personas mas jévenes en funcion de diver-
sos factores de riesgo. El ictus isquémico es el

mas frecuente y en él nos centraremos en este
trabajo. Se han desarrollado modelos animales
que principalmente se basan en ocluir la arteria
cerebral media accediendo directamente a ella
(craneotomia),! por oclusién mecanica intro-
duciendo un filamento por la carétida interna
(intraluminal),? o generando trombos (trombo-
embdlico).> Estos modelos se asemejan en
gran medida a la enfermedad en cuanto indu-
cen una interrupcién brusca del flujo sanguineo
cerebral, pero aun asi estan lejos de la patolo-
gia humana porque frecuentemente se realizan
en animales jovenes y sanos, desprovistos de
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los factores de riesgo que suelen acompafiar
al ictus. A modo de ejemplo, la hiperglucemia
en fase aguda de la isquemia aumenta la in-
filtracién de neutréfilos, el estrés oxidativo, la
liberacién de corticosteroides y la glucosilacién
de proteinas, factores que exacerban la lesién
isquémica;* y la lesién es méas grave en los
animales hipertensos.> De todos modos, los
modelos animales de isquemia cerebral permi-
ten obtener una informacién valiosisima sobre
los mecanismos moleculares implicados en la
muerte neuronal y en el desarrollo del infarto.

La isquemia es un fendmeno agudo, pero la
lesién cerebral es un proceso dindmico que se
genera de forma progresiva en las horas y dias
que siguen al inicio de la isquemia.? El nicleo
isquémico, la zona mas afectada que va a sufrir
necrosis, estéd rodeado por la penumbra, que se
asocia a tejido en riesgo de desarrollar muerte
neuronal. En la penumbra, la muerte neuronal
tiene un componente apoptdtico”® y progresa
de forma maés lenta. Este concepto tiene re-
levancia clinica no sélo porque se cree que la
penumbra puede responder a tratamientos far-
macolégicos y es una diana terapéutica, sino
también porque esta zona se puede identificar
mediante técnicas de diagnéstico por imagen.
La isquemia induce fallo metabdlico, liberacién
masiva de glutamato, aumento de calcio intra-
celular, excitotoxicidad y fallo en las bombas de
membrana, lo que provoca edema citotdxico.?
Las células no pueden mantener el potencial de
membrana, afectando a la viabilidad celular y
provocando necrosis. En los animales este pro-
ceso se puede prevenir o0 atenuar administrando
antagonistas de los receptores del glutamato o
inhibiendo la entrada de calcio, entre otras es-
trategias. Sin embargo, éstas sélo son efectivas
cuando se administran antes o inmediatamente
después del inicio del proceso isquémico, y por
ello en la préactica clinica es muy dificil detener
esta cascada inicial de sefiales.

Reperfusién, tromboalisis
y papel del estrés oxidativo

Actualmente el Unico tratamiento aprobado
en Europa y Estados Unidos para el ictus es la
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trombdlisis con activador tisular del plasminé-
geno (rtPA, alteplasa), con una ventana tera-
péutica de tres horas. Efectivamente, la reper-
fusién del tejido isquémico es la mejor forma
de proteger el cerebro. Sin embargo, la reper-
fusion comporta riesgos, como la hemorragia,
y puede tener efectos no deseados. En otros
6rganos, como el corazoén, existe el denomi-
nado dafio por reperfusién que estd mediado
por el estrés oxidativo, pero en el cerebro la
posible magnitud y contribucién de este efecto
no estan bien identificadas. Estudios experi-
mentales han mostrado la eficacia de diversos
agentes antioxidantes en la isquemia/reperfu-
sién cerebral. Sin embargo, en ensayos clini-
cos no se han obtenido resultados favorables
con antioxidantes. El ejemplo mas reciente es
el ensayo clinico SAINT Il con NXY-059, se-
cuestrador de radicales libres, que ha dado un
resultado neutro!®a pesar de estar avalado por
un ensayo clinico previo (SAINT )!! y por datos
preclinicos sélidos. Basandonos en un estudio
preclinico que realizamos?® y en datos clinicos,
nuestro equipo de investigacion clinica ha lle-
vado a cabo recientemente un ensayo de fase Il
con un antioxidante endégeno, el acido Urico,
combinado con rtPA, que ha demostrado segu-
ridad.'? Proximamente se iniciard un estudio
académico multicéntrico de fase Ill para de-
terminar la eficacia de este tratamiento com-
binado. La combinacion de antioxidantes con
tromboliticos podria reducir la tasa de eventos
no deseables (hemorragia y muerte) inducidos
por estos ultimos, y alargar la ventana terapéu-
tica para poder tratar un mayor nimero de pa-
cientes.

Contribucién de la inflamacion
a la lesion isquémica

La necrosis provoca la liberacion del con-
tenido celular al medio extracelular y una
respuesta inflamatoria que induce activacién
de las células gliales del entorno e infiltra-
cién leucocitaria.'®!* Este proceso se pue-
de monitorizar in vivo mediante técnicas de
imagen.!5 Los primeros leucocitos infiltrantes
son los neutréfilos, que aparecen en las prime-
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ras horas después del inicio de la isquemia y
presentan un pico a las 24-48 horas.'3>1® Los
neutroéfilos liberan enzimas citotéxicas, como
la mieloperoxidasa, y proteinasas de la matriz
extracelular, como la MMP-9,'¢ y generan es-
trés oxidativo. En una segunda fase (3-4 dias)
infiltran monocitos y linfocitos. Los monocitos
activados adquieren propiedades fagociticas
de células macrofagicas y eliminan detritus
celulares. La infiltracién de células T CD4+ y
CD8+ también tiene relevancia en la isquemia
cerebral y participa en la lesién.!” Por tanto,
la inflamacion contribuye a la progresién de la
lesion y exacerba el efecto de la isquemia. >4

Citocinas

La isquemia aumenta la expresion de cito-
cinas proinflamatorias y quimiocinas capaces
de inducir reactividad glial y atraer diferentes
tipos de leucocitos hacia la zona de lesion. Ya
en las primeras horas después del inicio de la
isquemia se libera factor de necrosis tumoral
(TNF-o0), interleucinas (IL) y distintos tipos de
interferén (IFN),*® asi como quimiocinas. Los
titulos de citocinas también aumentan en la
sangre y en el liquido cefalorraquideo, segun
se ha demostrado en animales de experimen-
tacion y en pacientes de ictus. Asi, concen-
traciones sanguineas elevadas de IL-6 y de
TNF-o se correlacionan con deterioro neurol6-
gico.!® Sin embargo, la administracion intrace-
rebral de IL-6 tiene efectos neuroprotectores
en animales,?® y también se reconoce el papel
dual del TNF-02! en funcién del receptor so-
bre el cual actua. La concentracion, el lugar y
el tiempo de accién de las citocinas pueden
desempefiar un papel determinante en estos
efectos aparentemente contradictorios. En
cambio, concentraciones bajas de la citocina
antiinflamatoria IL-10 en pacientes se relacio-
na con mal pronéstico,?? lo que concuerda con
resultados experimentales que muestran efec-
tos beneficiosos de la IL-10.23

Vias de sefializacién intracelular

Las citocinas se unen a receptores de mem-
brana y activan vias de sefializacion intrace-

lular multiples y complejas, que interactdan
provocando una respuesta celular. Menciona-
remos dos vias que tienen un papel destacado
en la isquemia: el NF-xB%* y la JAK/STAT?5.
Ambas tienen en comun el ser rapidamente
activables por un estimulo extracelular, ya que
los factores implicados estan frecuentemen-
te presentes en el citoplasma, y responden a
proteinas cinasas acopladas a receptores de
membrana que inducen la liberacién de facto-
res proinflamatorios. La activacién del NF-xB
induce TNF-o. y moléculas de adhesién, entre
otras. En el caso de JAK/STAT, las cinasas JAK
fosforilan en residuos tirosina proteinas de la
familia STAT, que después forman homodime-
ros o heterodimeros, translocan el ndcleo y ac-
tivan la transcripcién génica. La JAK/STAT se
activa tras la isquemia,?5-28 pero el mecanismo
molecular subyacente no se conoce. En culti-
vos de astrocitos hemos podido comprobar la
funcién fundamental del estrés oxidativo y de
ciertas citocinas en la activaciéon de la JAK/
STAT.2%30 Estas vias de sefializacién también
se activan en respuestas de inmunidad innata
mediadas por los receptores del tipo Toll-like
(TLR) y por varios de sus agonistas (Gorina et
al., observaciones no publicadas), como por
ejemplo el lipopolisacarido bacteriano, que
actlia por via de TLR-4. Recientemente se ha
demostrado que la isquemia cerebral produce
lesiones menores en animales deficientes en
TLR-4.3! Por tanto, en la isquemia, la inflama-
cion y la inmunidad innata estan intimamente
relacionadas.

Moléculas de adhesion

La infiltracion leucocitaria estd mediada
por la expresién de moléculas de adhesién en
el endotelio vascular cerebral, y dichas molé-
culas se han propuesto como diana de inter-
vencion terapéutica. Algunas de estas molé-
culas son inducibles y responden a sefiales in-
tracelulares proinflamatorias. Asi, la ICAM-1,
a la cual se reconoce un papel importante en
la infiltracién de neutréfilos, responde a la ac-
tivacion del NF-xB. En animales, el bloqueo
de la ICAM-1 mediante anticuerpos impide la
infiltraciéon de neutrofilos al tejido después de
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la isquemia!® y ejerce un efecto beneficioso
en la isquemia/reperfusion.3? Estos resultados
preclinicos positivos promovieron un ensayo
clinico en pacientes de ictus con enlimomab,
un anticuepo anti-ICAM-1. Sin embargo, este
estudio resulté negativo.3

En nuestro laboratorio bloqueamos otra
molécula de adhesion inducible, la VCAM-1,
que participa en la infiltracién de monocitos.
La administracién de anticuerpos bloquean-
tes contra VCAM-1 redujo la infiltraciéon de
macréfagos al tejido, pero no impidié de for-
ma global la infiltracién leucocitaria.? Méas
aun, esta estrategia no disminuyé el volumen
del infarto ni atenud el déficit neurolégico.?
Tales resultados muestran que la regulacién
de la infiltracién leucocitaria es compleja y
que la intervencién sobre un Gnico proceso es
insuficiente, o puede alterar el equilibrio pre-
existente entre sefales y tener consecuencias
negativas.

Alteracion del sistema inmunitario

El SNC y el sistema inmunitario estan es-
trechamente conectados.3* Asi, una situacién
de estrés o una lesién cerebral aguda provocan
liberacion de corticosteroides y catecolaminas
al torrente sanguineo.3* Los linfocitos tienen
receptores adrenérgicos, y las catecolaminas
promueven la apoptosis de linfocitos T naive
y Thl, mientras que potencian una respues-
ta antiinflamatoria de tipo Th2. Este efecto
induce un estado de inmunosupresion que
se ha demostrado que ocurre en la isquemia
cerebral en animales de experimentacién, 3536
y datos obtenidos por nuestro equipo apoyan
la existencia de dicho efecto también en los
pacientes de ictus.®”*® La inmunosupresién
es causa de que los ratones isquémicos ad-
quieran infecciones y mueran,3® y se cree que
puede ser la causa del elevado riesgo de con-
traer infecciones que tienen los pacientes de
ictus.3840 Las citocinas plasmaticas también
pueden tener un papel en este fenémeno,
puesto que contribuyen a modular las res-
puestas Th1/Th2. Se ha propuesto que la res-
puesta antiinflamatoria asociada a un estado
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de inmunosupresién podria ser beneficiosa al
limitar el proceso inflamatorio local al tejido
isquémico, a expensas de que los sujetos is-
quémicos fueran mas susceptibles a contraer
infecciones, e incluso que si la infeccién se
pudiera detectar precozmente, y tratar o in-
cluso prevenir, el efecto global podria ser be-
neficioso.3®4° Sin embargo, en pacientes no
se ha podido demostrar el beneficio de la pro-
filaxis con antibiéticos para prevenir las infec-
ciones tras un ictus.*!

Efectos vasculares:
citocinas y estrés oxidativo

La isquemia/reperfusién genera una res-
puesta inflamatoria local y sistémica asociada
a la liberacién de citocinas y radicales libres®
que pueden influir en la reactividad vascular.
Tanto las citocinas como los radicales libres
se han relacionado con las disfunciones endo-
teliales observadas en diversas enfermedades
cardiovasculares.*>#3 Tras el ictus se produce
un aumento de la presién arterial, que aproxi-
madamente en un tercio de los pacientes se
mantiene hasta 10 dias después del inicio
de los sintomas neurolégicos.** Los mecanis-
mos implicados en la hipertensién observada
después de un accidente vascular cerebral no
estan del todo dilucidados, aunque se ha suge-
rido la implicacion del sistema nervioso simpé-
tico. Las arterias mesentéricas de resistencia
participan de manera importante en la regu-
lacién del tono vascular y, en consecuencia,
de la presion arterial. Por ello, las alteraciones
en el tono vascular de estas arterias podrian
desempefiar un papel importante en la pro-
gresién y en la patogenia de las enfermedades
vasculares,*® entre ellas el ictus. El tono de las
arterias de resistencia depende de la relacién
entre diversos factores (vasoconstrictores y va-
sodilatadores) liberados por las células endo-
teliales y la noradrenalina liberada por estimu-
lacién simpética, que a su vez actla sobre los
receptores adrenérgicos de las células muscu-
lares lisas, produciendo vasoconstriccién.

En nuestro laboratorio hemos observado
que la incubacién con citocinas afecta las
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respuestas vasoconstrictoras y vasodilatado-
res en las arterias mesentéricas de resisten-
cia.>*54 Puesto que el ictus produce cambios
en la presién arterial, nos planteamos si la is-
quemia/reperfusién cerebral podria afectar las
respuestas vasoconstrictoras y vasodilatadoras
en las arterias mesentéricas de resistencia.
Asi, en ratas observamos que tras un periodo
de oclusién (90 minutos) de la arteria cerebral
media, seguido de reperfusion (24 horas), se
produce un aumento de las citocinas circu-
lantes acompafiado por una clara disfuncion
endotelial, sin que se afecten las respuestas
vasoconstrictoras mediadas por los receptores
o-adrenérgicos. Estos cambios se asocian a
aumentos en la produccién de aniones super-
oxido y en la expresion de ciclooxigenasa-2.
La disfuncién endotelial fue revertida por la
superdxido dismutasa y por la indometacina.
Estos resultados nos Ilevan a proponer que
una produccién excesiva de aniones superoxi-
do en las arterias mesentéricas de resistencia

media la disfuncién endotelial observada tras
la isquemia cerebral, y que en este efecto po-
dria estar involucrado un aumento de las cito-
cinas circulantes.*” Todo ello contribuiria a las
alteraciones de la presion arterial observadas
tras el ictus. Estos trabajos abren la puerta a
nuevas investigaciones con farmacos que pue-
dan modificar alguna de las dianas alteradas
en el sistema nervioso periférico y contribuir,
en un futuro, a paliar algunos de los efectos
vasculares sistémicos tras el ictus.

Dianas terapéuticas

Basandonos en gran medida en estudios
realizados por nuestros equipos de investi-
gacion, identificamos el estrés oxidativo y la
inflamacién como dianas terapéuticas para
combatir la lesion isquémica (Fig. 1), y que
avalan la combinacién de tromboliticos y
otros farmacos para tratar el ictus. La base
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Figura 1. Posibles dianas de accion terapéutica en la isquemia cerebral.

31



APORTACIONES DE LOS ESTUDIOS FUNCIONALES A LA INVESTIGACION FARMACOLOGICA BASICA

de este planteamiento es que la reperfusion
puede rescatar el tejido en riesgo (penumbra),
pero puede inducir estrés oxidativo, activar
vias proinflamatorias e inducir reactividad
glial y vascular, y favorecer la infiltracion de
leucocitos. Se tienen datos que apoyan el uso
de tromboliticos y antioxidantes, y muestran
el efecto nocivo de la inflamacién. Ademas,
se han identificado respuestas sistémicas,
vasculares e inmunitarias, que contribuyen al
proceso patolégico desencadenado por el ic-
tus. Combatir la inflamacién cerebral parece
ser beneficioso para el tejido lesionado y para
prevenir diversas alteraciones vasculares, pero
queda por aclarar de qué modo potenciar las
respuestas antiinflamatorias podria inducir o
exacerbar la condicién de inmunodepresién
generada tras el ictus, y si este fendémeno
podria incrementar el riesgo de infeccion y
muerte en los pacientes.
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M.l. Corapo: ;Tenéis experiencia en la utili-
zacién de inhibidores de la activacién de la
microglia sobre el volumen de infarto?

A.M. PLanas: Con inhibidores directos no te-
nemos datos.

M.I. CoLapo: Has mostrado los resultados de
administrar tPA tres horas después de la
lesién. ;Qué sucede si se administra mas
tarde?

A.M. Panas: A las cinco horas todavia se
observan efectos protectores, pero normal-
mente van acompafiados de mas hemorra-
gias y mortalidad. Por lo tanto, cuando no
aparecen estos efectos negativos, el dafio
es menor.

. ERrILL: jFunciona el precondicionamento is-
S.E iF | d t
quémico en el cerebro?

A.M. PLanas: Es un campo muy amplio y muy
interesante, pero nosotros no lo abarcamos.

J.M. VELA: Si la inhibicion de la infiltracion de
neutréfilos no disminuye el &rea infartada,
pensando en una terapia antiinflamatoria,
;cual seria la diana celular?

A.M. PLanas: Se han publicado resultados muy
controvertidos sobre los neutréfilos. Al tra-
bajar con animales neutropénicos, mas sus-
ceptibles de morir, resulta dificil demostrar
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su posible beneficio. Ademas, los neutréfilos
también desempefian un papel sobre el sis-
tema inmunitario. Este es un nuevo campo
en el cual ahora estamos entrando para es-
tudiar de qué manera el dafio cerebral afecta
al sistema inmunitario.

C. GoicoecHeA: ;Qué correlacion existe entre la
participacion de la microglia y los astroci-
tos?

A.M. PLanas: En una lesién isquémica mue-
re tanto la microglia como los astrocitos.
A medida que pasan los dias, la microglia
se activa mucho en el nucleo isquémico,
donde adquiere una morfologia indistingui-
ble de los macréfagos que estan infiltran-
do. La astroglia se sitlia alrededor de esta
zona repleta de macréfagos y alli se genera
la cicatriz glial. Si en el curso del tiempo
se activan primero unas u otras... Proba-
blemente ambas estan respondiendo ante
una lesién.

J.A. Armuo: jLos antiglutamérgicos serian va-
lidos en la neuroproteccion en un modelo de
isquemia cerebral? ;Podrian interaccionar
con la inflamacién?

A.M. Puanas: Si, para mi la combinacién de
farmacos es una buena estrategia. Lo que
sucede es que es dificil trasladar a la clinica
la prevencion de la cascada de sefiales en
que interviene el glutamato. Precisamente,
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un estudio de un antagonista de NMDA en
humanos se tuvo que interrumpir porque
producia importantes efectos psicolégicos
no detectados previamente en animales.

M.J. Ramirez: Nosotros tenemos experiencia
con la utilizacién de MK801, un antagonis-
ta de NMDA, en el animal de experimen-
tacién, y ciertamente produce problemas
cognitivos terribles acompafiados de un
sindrome motor imposible de discernir del
cognitivo, de modo que en la prueba del
laberinto acuatico de Morris no se logra di-
ferenciar si el animal no alcanza la plata-
forma porque no la distingue o porque esta
tan incoordinado que es incapaz de nadar
correctamente.

A.M. PLanas: Creo que lo que acabas de men-
cionar es un ejemplo muy claro de uno de
los problemas que tenemos en experimen-
tacion. A veces observamos efectos a los
que no damos importancia y luego tienen
una gran repercusién en otra investigacién.
Es obligatorio estar bien alerta ante aspec-
tos que a lo mejor no nos convienen para
publicar el articulo, pero que no dejan de
ser muy relevantes para la investigacion en
general.

J.M. Baevens: Si existen cambios motores muy

evidentes y otros cognitivos muy sutiles, la
utilizacién de la escala para valorar la efica-
cia funcional parece ser clave.

A.M. Puanas: Si, la alteracion motora es tan

importante que enmascara los problemas
cognitivos. Puede ser que las pruebas de
resonancia funcional sean una forma mas
objetiva de valoracién, pero todavia no se ha
estudiado convenientemente.

J. LLenas: ;Las ratas que utilizais tienen el po-

ligono de Willis preservado?

A.M. PLanas: Si, esta preservado, pero esto no

impide que se induzca isquemia focal cuan-
do se ocluye la arteria cerebral media. En
cambio, para realizar isquemia global utili-
zamos jerbos porque tienen poca comunica-
cion entre las arterias vertebrales y las caré-
tidas, de modo que ocluyendo Gnicamente
las carétidas se produce una isquemia glo-
bal de la parte anterior del cerebro. Si no
fuese asi, gracias al poligono de Willis existi-
ria irrigacion suficiente y no se produciria la
isquemia, por lo que en la rata, para inducir
isquemia global, es necesario ocluir las arte-
rias vertebrales ademas de las carétidas.
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Nuevos modelos funcionales en inflamacion.
Aplicaciones en patologia pulmonar

M.J. Sanz

Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina y Odontologia, Universidad de Valencia-EG.

Resumen: Diferentes enfermedades pulmonares como el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva
crénica (EPOC) y el dafio pulmonar agudo ocasionado por endotoxemia, se caracterizan por tener
un proceso inflamatorio asociado, el cual contribuye a la disfuncidn de las vias aéreas. Actualmente,
el tratamiento del asma se basa principalmente en la administracion de corticosteroides inhalados
Jjunto con agonistas B, adrenérgicos. En el caso de la EPOC, diversos ensayos clinicos han mostrado
la ineficacia de estos grupos farmacoldgicos y alin no existe una terapia adecuada para su trata-
miento; ademas, son de sobra conocidos los numerosos efectos secundarios que puede ocasionar
el tratamiento crénico con corticosteroides. Por ello, existe un creciente interés en la busqueda de
nuevos farmacos antiinflamatorios para estas enfermedades. Desde hace algunos afios, nuestro grupo
de investigacion se ha centrado en el estudio del efecto de los inhibidores de la fosfodiesterasa-4
(PDE4), de los antagonistas de algunas moléculas de adhesion y de los macrdlidos sobre la acumula-
cién leucocitaria. Mediante microscopia intravital, técnica que permite evaluar in vivo los procesos de
infiltracion leucocitaria, junto con estudios inmunohistoquimicos y citometria de flujo, hemos podido
investigar parte del mecanismo por el cual estos grupos farmacoldgicos podrian mejorar la disfuncién
de las vias aéreas. Recientemente, en nuestro laboratorio hemos puesto a punto una técnica in vitro,
la camara de flujo, que nos permite evaluar el efecto de diversos farmacos en las mismas circunstan-
cias que estudia la microscopia intravital, pero utilizando endotelio y leucocitos humanos.

Palabras clave: Leucocito — Endotelio — Vias aéreas — Microscopia intravital — Moléculas de adhe-
sion.

Introduccién

Diversas enfermedades pulmonares, como
el asma, la enfermedad pulmonar obstructi-
va crénica (EPOC) y el dafio pulmonar agudo
ocasionado por endotoxemia, se caracterizan
por tener un proceso inflamatorio asociado,
el cual contribuye a la disfuncién de las vias
aéreas. En el asma existen numerosas evi-
dencias que sugieren la participacién directa
de los eosindfilos infiltrados en el exceso de
secrecion mucosa y la disfuncién de las vias

aéreas asociada a esta enfermedad, mediante
la secrecion de proteinas téxicas contenidas
en sus granulos y de diferentes mediadores
inflamatorios.! Asi, existe una acumulacion
peribronquial de leucocitos, principalmente
eosinofilos y linfocitos; estos dltimos, con la
produccién de citocinas Th2, como las inter-
leucinas (IL) 4, 5y 13, median la acumula-
cién y la activacién de los eosinofilos.?

Por otro lado, una de las caracteristicas co-
munes entre los pacientes sépticos y los mo-
delos animales de sepsis es que, independien-
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temente del érgano en que se origine la sepsis,
son los pulmones los primeros en fallar.® El se-
cuestro de neutréfilos por la microcirculacion
pulmonar y su activacién parecen constituir un
evento clave en el dafio pulmonar agudo. En
este caso son los neutréfilos, cuando se acti-
van, la fuente de proteasas, especies reactivas
de oxigeno (ROS) y mediadores inflamatorios
que pueden contribuir al dafio tanto del endo-
telio como del epitelio alveolar.*

Finalmente, la EPOC también se caracte-
riza por una progresiva e irreversible disminu-
cién de la funcién pulmonar asociada a una
anormal respuesta inflamatoria de las vias res-
piratorias ante particulas nocivas. En general,
los pacientes presentan como caracteristica
dominante bronquitis crénica o enfisema debi-
do a la destruccién y el colapso de los alvéolos
terminales. En la actualidad se considera a la
EPOC como una enfermedad inflamatoria pul-
monar de tipo neutrofilico, que se perpetua, en
gran parte, por los macréfagos, las células epi-
teliales y posiblemente los linfocitos T CD8+,
por lo que es completamente diferente a la in-
flamacién que se observa en los asmaticos.®

El endotelio vascular forma una barrera acti-
va entre el torrente sanguineo y el espacio extra-
vascular, el cual participa en la regulacién del
trafico leucocitario y en el transporte de macro-
moléculas hacia el compartimiento extravascu-
lar.68 Una de las primeras etapas del proceso
inflamatorio la constituye la interaccién de los
leucocitos y el endotelio inducida por diferen-
tes estimulos, que da lugar a la extravasacion
leucocitaria hasta el foco inflamado. Estas inte-
racciones son particularmente importantes en
la microcirculacién pulmonar, ya que el pulmén
es considerado un érgano muy sensible al dafio
que se produce como consecuencia de estos
procesos.’ Tales acontecimientos estan media-
dos por la interaccién, de manera concertada,
de las moléculas de adhesion (MAC) presentes
en el endotelio vascular con sus correspondien-
tes ligandos en la célula leucocitaria.®1%!! El
proceso se inicia por una interacciéon débil y
transitoria denominada rodamiento; el roda-
miento y la liberacién de factores quimiotac-
ticos provoca la activacién leucocitaria, a con-
tinuacién se produce la adhesion firme al en-
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dotelio y, finalmente, la migracién leucocitaria,
que puede ser paracelular o transcelular.®811.12
Las MAC se dividen en varias subfamilias en
funcién de su estructura; entre las que parti-
cipan en las interacciones leucocito-endotelio
encontramos a las selectinas, las integrinas, las
sialomucinas y las tipo inmunoglobulina.®&1!!

Por consiguiente, un posible blanco de ac-
tuacion para inhibir o detener el desarrollo de
la disfuncién de las vias aéreas pasa por en-
tender el proceso inflamatorio asociado a cada
una de estas enfermedades. De esta forma, si
se controla el proceso inflamatorio en los es-
tadios iniciales de la enfermedad, impidiendo
la acumulacién de las principales células leu-
cocitarias implicadas, se podran llevar a cabo
nuevas estrategias terapéuticas. Ademas, en el
caso de la EPOC, diversos ensayos clinicos han
mostrado la ineficacia de los corticosteroides
y alin no existe un tratamiento adecuado para
ella,'31® y por otro lado son de sobra conocidos
los numerosos efectos secundarios que puede
ocasionar la administracién crénica de corti-
costeroides. Por ello, existe un creciente inte-
rés en la busqueda de nuevos farmacos antiin-
flamatorios para el tratamiento de la patologia
pulmonar. Desde hace algunos afios, nuestro
grupo de investigacién se ha centrado en el es-
tudio y el mecanismo de accién de la actividad
antiinflamatoria de los inhibidores de la fosfo-
diesterasa-4 (PDE4), de los antagonistas de
algunas moléculas de adhesién y de los macré-
lidos como posibles alternativas terapéuticas
para la disfuncién de las vias aéreas asociada
a diversas enfermedades pulmonares.l”2° En
este capitulo describiremos algunos de los nue-
vos modelos funcionales, tanto in vivo como in
vitro, que hemos empleado para tal fin.

Material y métodos

Modelos in vivo: microscopia intravital

Las preparaciones experimentales utilizadas
en estos estudios son similares a las descritas
previamente!”?! para el estudio de la infiltra-
cion leucocitaria en la microcirculaciéon mesen-
térica de la rata o en el cremaster del ratén.
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Los animales son anestesiados y sus arterias
carétidas derechas canuladas para monitorizar
la presion arterial media (PAM) con un trans-
ductor de presién. Un segundo catéter se in-
troduce en la vena yugular izquierda para per-
mitir la administracién intravenosa de distintas
sustancias (anestesia, farmacos o anticuerpos
monoclonales). Segln el caso, una porcién de
la microcirculacién mesentérica de la rata o del
cremaster del raton se exterioriza sobre un so-
porte y se coloca en un pedestal transparente
que permite la transiluminacion de un éarea de
2 cm? de tejido. El territorio vascular expuesto
es perfundido continuamente con una solucién
tampon bicarbonatada a 37 °C y a un pH de
7,4. La preparacion se observa con un micros-
copio ortostatico, y con la ayuda de una cama-
ra de video montada sobre él se proyectan las
imagenes en un monitor a color y se graban en
un magnetoscopio para su analisis posterior.

Para realizar el estudio se seleccionan vé-
nulas de 25 a 40 pm de diametro. Para la
medida del didmetro vascular se emplea un
video caliper, y la velocidad de los glébulos ro-
jos (V, ) en el torrente sanguineo se determina
utilizando un optical Doppler velocimeter. El
flujo sanguineo medio se determina mediante
la aplicacién de diversos célculos matemati-
cos, al igual que el shear rate.

El numero de leucocitos en fase de roda-
miento, adheridos y emigrados se determina
posteriormente mediante andlisis de las ima-
genes grabadas en video. Se define un leuco-
cito en fase de rodamiento cuando se mueve
a una velocidad menor que la de los eritroci-
tos en el torrente circulatorio. La velocidad de
rodamiento (V,, ) se determina calculando el
tiempo requerido por un leucocito en fase de
rodamiento para recorrer 100 pm de micro-
vaso, y se expresa en pm/s. El flujo de leuco-
citos en fase de rodamiento se calcula deter-
minando el ndmero de leucocitos que cruzan
un punto de referencia en el vaso durante un
minuto. Un leucocito se define como adherido
al endotelio vascular si permanece estaciona-
do durante 30 segundos o mas. La adhesién
leucocitaria se expresa como el nimero de
leucocitos adheridos por 100 pm de vaso, y
la migracién leucocitaria como el nimero de

glébulos blancos emigrados por campo visual
rodeando la vénula en estudio.

MEDIDA DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR

Con la microscopia intravital también se
puede medir la extravasaciéon plasmatica en
las vénulas poscapilares del mesenterio de
la rata o del creméaster del ratén.?® Median-
te la administracién intravenosa de albumina
bovina marcada con FITC (25 mg/kg) y utili-
zando una camara de fluorescencia se puede
determinar la fluorescencia tanto en el espa-
cio intravascular como en el extravascular. La
imagenes se analizan posteriormente con un
sistema de andlisis de imagenes. El indice de
alblimina extravasada, expresado en porcenta-
je, se determina mediante el siguiente célculo
matematico: indice de permeabilidad =(media
de la fluorescencia en el intersticio — ruido de
fondo)/(media de la fluorescencia en el vaso
— ruido de fondo ) x 100%.

HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA

La arcada del mesenterio o del cremaster
en que se han realizado las diferentes me-
didas puede fijarse con paraformaldehido u
otros reactivos, incluirse en parafina y seccio-
nar muestras de 4 uym de espesor. Se puede
realizar un estudio histolégico, mediante tin-
cién con hematoxilina/eosina, encaminado a
determinar el subtipo de leucocito que inte-
racciona con el endotelio, o bien se pueden
realizar estudios inmunohistoquimicos utili-
zando anticuerpos especificos, encaminados
a determinar la expresion de moléculas de ad-
hesion, citocinas y quimiocinas por la accién
de diferentes estimulos.

Modelos in vitro

ESTUDIOS CON CELULAS ENDOTELIALES OBTENIDAS
A PARTIR DE VENA DE CORDON UMBILICAL HUMANO
(HUVEC)

1) Obtencién de HUVEC
Para la obtencién de HUVEC se emplean
cordones umbilicales de menos de 12 ho-
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ras desde el parto, siguiendo un protoco-
lo previamente descrito.2’ En el momento
en que llegan a confluencia, tras el primer
pase, ya estan preparadas para realizar los
diferentes protocolos experimentales.

2) Medida de la expresién de MAC en HUVEC
Las células son incubadas con medio
(control) o con diferentes estimulos a di-
ferentes concentraciones y durante distin-
tos tiempos. En algunos experimentos, las
células se emplean para la extraccién de
RNA mensajero (RNAm) y se determina
la expresion de éste en las distintas MAC
en estudio por técnicas de RT-PCR semi-
cuantitativa.?® Para la determinacién del
aumento de expresion de la proteina, los
cultivos de HUVEC se dejan crecer hasta la
confluencia en placas de 96 pocillos. Tras
aplicar los diversos estimulos en presencia
0 ausencia de los farmacos en estudio, la
expresion en la superficie celular de la MAC
se realiza por ELISA siguiendo un protocolo
descrito previamente.?°

3) Medida de la adhesién estética de leucoci-
tos a HUVEC
El subtipo de leucocito en estudio, neu-
tréfilo, eosinéfilo o mononuclear, es aislado
de sangre periférica humana segln proto-
colos ampliamente utilizados.?%2223  Por
otro lado, las HUVEC se cultivan en mono-
capa y se incuban con distintos estimulos
en presencia o ausencia de los farmacos en
estudio. Los leucocitos se afiaden a las cé-
lulas y, transcurridos 30 minutos, se lavan
los pocillos para eliminar los leucocitos no
adheridos. Las células adheridas se lisan
y se cuantifican determinando la actividad
mieloperoxidasa (MPQO) para neutréfilos y
mononucleares, o epoperoxidasa (EPO) si
se trata de eosindfilos. EI nimero de leu-
cocitos adheridos por mm? de monocapa
de HUVEC se calcula por extrapolacién a
partir de una curva patrén.20.24

4) Medida de la interaccion leucocito-endote-
lio mediante un modelo dinamico in vitro

Las células endoteliales se dejan crecer

hasta la confluencia tras un solo pase, se
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tripsinizan y, de nuevo, se dejan crecer du-
rante 24-48 horas en una placa de 35 mm
de didmetro sobre una base de fibronectina.
Tras la estimulacién de las HUVEC en pre-
sencia o ausencia de los farmacos en estu-
dio y por el tiempo establecido, se sigue un
proceso similar al descrito previamente.??
Brevemente, la camara de flujo Glycotech
se ensambla y se dispone sobre un mi-
croscopio invertido de contraste de fases,
el cual permitird observar la monocapa de
células endoteliales. Seguidamente se pro-
cede a la perfusién de una suspensién de
leucocitos, previamente aislados, o de san-
gre entera durante 5 minutos, gracias a una
jeringa conectada a una bomba Harvard
que permite regular la velocidad de flujo,
pudiendo mimetizar las condiciones del
territorio vascular en estudio. Transcurrido
este tiempo, con ayuda de una cdmara de
video conectada a un monitor, se procede
a la determinacion del nimero de leucoci-
tos en fase de rodamiento, adheridos y, en
algunos casos, emigrados. Posteriormente,
si se perfunde sangre entera, la placa se
seca, fija y tifie para realizar el recuento
diferencial del subtipo de leucocito que
ha interaccionado con el cultivo celular.
El nimero de células se expresa por mm?
de monocapa de HUVEC. Esta técnica es
mucho mas adecuada que la descrita con
anterioridad, ya que reproduce mas ade-
cuadamente las condiciones fisiolégicas.

MEDIDA DE LA EXPRESION DE MAC EN LA SUPERFICIE
LEUCOCITARIA POR CITOMETRIA DE FLUJO

La expresion de MAC en la superficie
leucocitaria se realiza en sangre entera. Las
muestras de sangre citratada (100 pl) se incu-
ban con los farmacos en estudio a la concen-
traciéon deseada durante 20 minutos a 37 °C.
Posteriormente se aplica el estimulo durante
el tiempo establecido y a continuacion se afia-
de el anticuerpo monoclonal frente a la MAC a
determinar, marcado con un determinado fluo-
rocromo, y se incuba durante otros 20 minutos
mas en hielo y a oscuras. Transcurrido este
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tiempo, los gldbulos rojos se lisan y la muestra
se fija en un sistema EPICS Q-PREP (Coulter
Electronics). Posteriormente, todos los anali-
sis se realizan en un citémetro de flujo EPICS
XL-MCL (Beckman-Coulter), tal como se ha
descrito previamente.!?:20

Resultados

En este apartado mostraremos algunos de
los resultados obtenidos con los modelos de
inflamacién descritos.

Efecto de TR14035 sobre la inflamacion
pulmonar inducida por ovoalbumina en rata

TR14035 es un antagonista de dos molé-
culas de adhesion, o, y o, y su efecto fue

evaluado en un modelo experimental de asma
alérgica en ratas Brown Norway (BN). Los
animales fueron sensibilizados (SZ) o no (NS)
con ovoalbimina (OVA) y 21 dias después ex-
puestos al antigeno o a salino y divididos en
cuatro grupos: control negativo (vehiculo +
salino; NS), control positivo (vehiculo + anti-
geno inhalado; SZ) y tratados con el farmaco
(NS + TR14035y SZ + TR14035). TR14035
(3 mg/kg) se administrd por via oral una hora
antes y cuatro horas después de la exposicién
al antigeno o a solucién salina fisiolégica. Los
animales SZ no tratados mostraron un claro
incremento en la hiperreactividad pulmonar a
la 5-hidroxitriptamina (5-HT) respecto al gru-
po NS y no tratado (Fig. 1A). Ademés, no se
hallaron diferencias en este parametro entre
los grupos NS tratados o no con TR14035.
Sin embargo, la administracién de este farma-
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Figura 1. Efecto de TR14035 sobre (A) la hiperreactividad pulmonar (Rp) a la 5-hidroxitriptamina (5-HT), (B)
la infiltracion eosinofilica en el lavado broncoalveolar (BAL), (C) la actividad epoperoxidasa en el BAL (EPO),
(D) la infiltracidn linfocitaria en el BAL y (E) la concentracion de IL-4 en el BAL de ratas no sensibilizadas (NS)
y sensibilizadas (SZ), sometidas a exposicion al antigeno. Los resultados se expresan como media + ESM, n =
7 animales por grupo. *p <0.05 relativo a ratas NS; *p <0.05 relativo a ratas SZ. (F) Efecto de TR14035 sobre
la adhesion leucocitaria en las vénulas poscapilares mesentéricas de la rata inducida por IL-4. Los resultados
se presentan como media + ESM, n = 7-8 animales por grupo. **p <0.01 relativo al grupo de solucién salina;

*p <0.01 relativo al grupo que recibié IL-4.
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co a ratas SZ redujo la hiperreactividad pul-
monar a la b-HT a los valores encontrados en
los animales NS (Fig. 1A). Seguidamente se
procedi6é al recuento leucocitario diferencial
en el lavado broncoalveolar (BAL) de los dis-
tintos grupos a las 24 horas de la exposicién
al antigeno. Se observaron aumentos signi-
ficativos en el nimero de eosindfilos, EPO y
linfocitos en el grupo de animales SZ no tra-
tados respecto al grupo NS (Fig. 1B, C y D).
La administracién de TR14035 a animales SZ
redujo estos parametros en un 64%, 69% y
88%, respectivamente (Fig. 1B, C y D). Ade-
mas, los animales SZ no tratados mostraron
un incremento significativo del contenido de
IL-4 en el BAL, que no se redujo significativa-
mente tras la administracion del farmaco (Fig.
1E). Debido a que la actividad antiinflamato-
ria mostrada por TR14035 probablemente es
consecuencia de la inhibicién de la interac-

cién de las integrinas o, con la VCAM-1 (vas-
cular cell adhesién molecule-1), procedimos a
evaluar con microscopia intravital el efecto de
este farmaco en la microcirculacién mesen-
térica de la rata. La IL-4 induce un aumento
selectivo de la expresion de VCAM-1 en el en-
dotelio, y también de la P-selectina mediante
un mecanismo transcripcional.?® La inyeccién
intraperitoneal de IL-4 (0,2 pg/ml) causé un
aumento significativo en la adhesién leucoci-
taria a las 24 horas de su administracion (Fig.
1F). El tratamiento con TR14035 redujo esta
respuesta a valores basales (Fig. 1F).

Efecto de distintos inhibidores de la PDE4
sobre la adhesion leucocitaria y la expresion
de distintas MAC

En otro trabajo realizado por nuestro grupo
de investigacién, llevamos a cabo una serie de
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Figura 2. Efecto de distintos inhibidores de la PDE4 (roflumilast, roflumilast N-6xido, rolipram y cilomilast)
sobre la adhesién de neutrdfilos humanos a HUVEC estimuladas con TNF-o. (A), aumento de RNAm de E-
selectina (B) y E-selectina (C) en HUVEC estimuladas con TNF-o. en presencia de un inhibidor de la PDE3
(motapizona), y sobre el aumento de la integrina CD11b en neutrdfilos humanos estimulados con fMLP (D).
Los resultados se presentan como media + ESM, n = 4-6 muestras por grupo.
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estudios in vitro con células humanas. En pri-
mer lugar comparamos la potencia de distin-
tos inhibidores de la PDE4 en la adhesion de
neutréfilos a HUVEC estimuladas con TNF-o.
(0,3 ng/ml) durante 3 horas. Como podemos
observar en la Fig. 2A, todos los inhibidores
de la PDE4 inhibieron, de forma dependien-
te de la concentracién, la adhesién de neu-
tréfilos @ HUVEC estimuladas con TNF-o. El
roflumilast N-éxido fue tan potente como el
roflumilast, pero mas potente que el rolipramy
el cilomilast (Fig. 2A). Seguidamente procedi-
mos a evaluar el efecto del roflumilast N-éxido
sobre el aumento del RNAm de la E-selectina
inducido por el TNF-o (30 pg/ml). Compro-
bamos que inhibia dicho aumento de forma
dependiente de la concentracion en presencia
de un inhibidor de la PDE3 como la motapi-
zona (10 uM) (Fig. 2B). Cuando se compard
el efecto de los cuatro inhibidores de la PDE4
sobre el aumento de la expresién de E-selecti-
na en las HUVEC estimuladas con TNF-q, tan-
to el roflumilast como el roflumilast N-6xido
fueron mas potentes que el rolipram y el ci-
lomilast (Fig. 2C). Finalmente, investigamos
el efecto de estos farmacos sobre el aumento
de la expresién de la integrina CD11b en neu-
tréfilos humanos estimulados con fMLP en un
protocolo con sangre entera. Al igual que en
los casos anteriores, todos los inhibidores de
la PDE4 probados inhibieron este pardmetro
de forma dependiente de la concentracién, y
todos resultaron equieficaces, ya que la maxi-
ma inhibicién de esta respuesta oscilé entre
el 65% y el 75% (Fig. 2D). En este caso, el
roflumilast, el roflumilast N-éxido y el rolipram
mostraron una potencia similar, muy superior
a la del cilomilast (Fig. 2D).

Discusion

Diversos estudios ya demostraron que la
administraciéon de anticuerpos neutralizantes
de la integrina o, mejoraban diversos aspectos
de la fase tardia de la respuesta alérgica de las
vias aéreas, como la infiltracién de células in-
flamatorias o la hiperreactividad bronquial,?-?”
haciendo de la interacciéon a,,/VCAM-1 una

atractiva diana terapéutica para el desarro-
llo de nuevos farmacos antiasmaticos. En
un primer estudio comprobamos que la ad-
ministracién oral del compuesto TR14035,
antagonista de bajo peso molecular y dual de
las integrinas o, y o, tanto en humanos
como en roedores, mejoraba claramente los
signos de disfuncién pulmonar en un modelo
experimental de asma alérgica. Los animales
SZ expuestos al antigeno mostraron un per-
sistente incremento de la hiperreactividad
pulmonar a la 5-HT y de la acumulacién de
eosinofilos, neutrofilos y linfocitos en el BAL a
las 24 horas de la exposicién al antigeno. La
administracion oral de TR14035 a estos ani-
males suprimié la hiperreactividad pulmonary
el nimero de eosinéfilos, neutréfilos y linfoci-
tos, asi como la actividad EPO. Sin embrago,
no afectd al incremento de la IL-4 en el BAL.
Ademas, TR14035 no afecté a la hiperreac-
tividad pulmonar basal, lo cual indica que no
parece comportarse como un relajante de la
musculatura lisa bronquial. Por otro lado, el
hecho de que no se inhiba totalmente la in-
filtraciéon eosinofilica puede explicarse por la
existencia de relaciones entre otras MAC dife-
rentes a la interaccion a,B,/VCAM-1, como la
de las integrinas B, con la ICAM-1. Otro inte-
resente hallazgo de este estudio fue la capa-
cidad de TR14035 de disminuir el contenido
de EPO en el BAL de los animales SZ, lo que
sugiere que este compuesto también podria
reducir la actividad eosinofilica. Por ultimo,
se empled microscopia intravital para exami-
nar el flujo leucocitario en la microcirculacion
mesentérica de la rata a las 24 horas de la
administraciéon de IL-4, ya que las interaccio-
nes leucocito-endotelio preceden a la acumu-
lacién de leucocitos que se puede detectar en
el BAL. Aunque lo mas correcto hubiese sido
efectuar estos experimentos en la microcircu-
lacién pulmonar, esta técnica aun no ha podi-
do ser desarrollada para la realizaciéon de este
estudio, por lo que en su lugar se seleccioné el
lecho mesentérico. Tampoco los modelos de
exposicién antigénica por inyeccion intraperi-
toneal son adecuados, ya que darian lugar a
una reaccioén anafilactica sistémica. A pesar
de ello, hoy dia se puede aplicar esta técnica
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con este tipo de protocolo si se realiza la expo-
sicién antigénica localmente, en el cremaéster
del ratén sensibilizado. Debido a que el anta-
gonista dual de las integrinas o3, /0,0, carecio
de efecto sobre el aumento en el contenido de
IL-4 en los animales SZ, y a que esta citocina
provoca un aumento selectivo de la VCAM-1
en el endotelio,?®> comprobamos que la admi-
nistracién oral de TR14035 podia inhibir la
adhesién y la migracién leucocitaria inducida
por IL-4. Los resultados de este trabajo su-
gieren claramente que el mecanismo adhesivo
gue involucra a las integrinas o, participa en
las respuestas fisiopatolégicas asociadas a la
inflamacién, la cual se desarrolla tras la expo-
sicién al antigeno en el modelo de asma alér-
gica en la rata Brown Norway.

En el segundo trabajo comprobamos, utili-
zando microscopia intravital, que la adminis-
tracién de un inhibidor de la PDE4 como el
roflumilast inhibia de manera dependiente de
la dosis las interacciones leucocito-endotelio a
las cuatro horas de la administracion de LPS y
la extravasacion plasmatica inducida por his-
tamina. Asimismo, observamos que el roflumi-
last inhibia in vivo el aumento de la expresion
de las selectinas P y E inducido por LPS. Con
el fin de poder extrapolar estos estudios a hu-
manos y comparar su potencia con la de otros
inhibidores de la PDE4, realizamos una serie
de experimentos complementarios in vitro con
HUVEC, neutroéfilos y sangre entera. El prin-
cipal metabolito de roflumilast, el roflumilast
N-éxido, redujo la adhesion de neutroéfilos a
las HUVEC, el aumento de la expresion de
CD11b en neutrofilos, la expresién endotelial
de E-selectina y el aumento de la permeabi-
lidad endotelial de forma dependiente de la
concentracién. Estos resultados sugieren que
la inhibicién de la adhesién de neutréfilos a
HUVEC estimuladas durante tres horas con
TNF-o parece deberse tanto a la disminucién
de la expresién endotelial de E-selectina como
de integrinas B, en la superficie leucocitaria.
La expresion de P-selectina en las HUVEC no
se puede medir adecuadamente, ya que se
pierde tras la realizacién del segundo pase
y en el primero su expresion es erratica. Por
otro lado, en células endoteliales, la actividad
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hidrolitica del AMPc reside fundamentalmente
en dos isoenzimas, PDE3 y PDE4, y por ello en
ocasiones hay que inhibir ambas para observar
el efecto sobre la funcién investigada. Esta es
la razén por la cual muchos de estos estudios
in vitro se han llevado a cabo en presencia de
motapizona, inhibidor selectivo de la PDE3,
que por si misma carece de efecto sobre la
adhesién de los neutréfilos a las HUVEC esti-
muladas con TNF-a, pero aumenta la eficacia
de los inhibidores de la PDE4. En general, el
roflumilast N-éxido y el roflumilast han resul-
tado mas potentes que el rolipram y el cilomi-
last en la mayoria de los estudios realizados
in vitro. Por consiguiente, el presente trabajo
demuestra la capacidad de los inhibidores de
la PDE4 para suprimir, tanto in vivo como in
vitro, las interacciones leucocito-endotelio y la
permeabilidad endotelial, procesos caracteris-
ticos de la respuesta inflamatoria crénica.
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DISCUSION

A. Bapia: ;Qué posible alternativa terapéutica
tendria una mayor aplicabilidad para perso-
nas con afecciones pulmonares?

M.J. Sanz: Para el tratamiento del asma y la
EPQOC, el roflumilast, un inhibidor de la fos-
fodiesterasa-4 que ya esta en fase Ill.

A.M. PLanas: Has mencionado que la IL-4 pro-
voca un aumento de VCAM-1; en cambio, yo
asociaba la IL-4 con la respuesta inflamato-
ria Th2.

M.J. Sanz: En una inflamacién neutrofilica, la
IL-4 es antiinflamatoria y equivalente a la
IL-10. En una inflamacion de tipo alérgico
es proinflamatoria, de modo que atrae eosi-
néfilos y mononucleares.

A.M. PLanas: Al contrario de lo que sucede en
el cerebro, en el caso que has expuesto los
eosindfilos desempefian un papel relevante y
supongo que provocan alguna respuesta en
la infiltracién de las demas células. ;jEs asi?

M.J. Sanz: No. En el asma, los primeros que
acuden son los neutréfilos. A diferencia de
lo que ocurre en el cerebro, los siguientes
son los linfocitos Th2, los cuales liberan
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IL-4 y IL-5, promoviendo la movilizacién de
eosindfilos desde la médula ésea hasta los
pulmones. Finalmente, los leucotrienos, las
proteinas catidnicas, entre otros, al ser libe-
rados de los eosinofilos, producen dafio en
las vias aéreas y broncoconstriccion.

A.M. Puanas: jEI endotelio puede responder
de forma distinta en funcién del érgano?

M.J. Sanz: Si, en las interacciones leucocito-
endotelio por angiotensina Il se acumulan
neutréfilos en el endotelio venular, mientras
que en el arteriolar sélo se han observado
mononucleares. En el caso del frans-resve-
ratrol, a dosis bajas inhibe la infiltracién leu-
cocitaria venular, pero no sucede lo mismo
en las arteriolas. Es necesario aumentar la
dosis para conseguir efectos antiaterégenos.
Incluso se han observado diferencias en las
quimiocinas, de modo que a dosis altas se
inhiben también aquellas quimiocinas que
afectan a la quimiotaxis de los leucocitos
mononucleares.

A.M. Puanas: Es un tema muy interesante,
porque cuando hay una dosis establecida
tendemos a utilizarla para otras aplicacio-
nes, y creo que deberiamos revisarlo.



Papel de los canales de potasio
dependientes del voltaje, de la PKC(

y de las especies reactivas de oxigeno
en la vasoconstriccion pulmonar inducida
por tromboxano A,. Estudios funcionales

frente a técnicas complementarias

F. Pérez-Vizcaino, A. Cogolludo y L. Moreno
Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid.

Resumen: Los canales de potasio dependientes del voltaje (K,) desempefian un importante papel
en la contraccion del mdsculo liso vascular pulmonar y en la fisiopatologia de la hipertension
pulmonar. Nuestros trabajos recientes, empleando experimentos funcionales, antagonistas de los
receptores e inhibidores selectivos de distintas vias de sefializacién, y diversas técnicas com-
plementarias que incluyen la medida del calcio intracelular, el analisis de corrientes iénicas, la
medida de segundos mensajeros y analisis de expresion, fosforilacién y asociacién de proteinas,
indican que los vasoconstrictores implicados en la hipertensién pulmonar inducen una respuesta
contractil mediada por los canales K,. En particular, el tromboxano A, (TXA,) produce una respues-
ta contractil en las arterias pulmonares cuyo mecanismo de sefializacion implica la activacion y la
translocacion de una isoforma de la proteina cinasa C (PKC) atipica, la PKCC, hacia la membra-
na, y la produccién de especies reactivas de oxigeno por la NADPH oxidasa de la membrana y el
blogueo de los canales K,. La proteina adaptadora p62 también esta implicada en la asociacion
entre la PKCC y los canales K 1.5. Estos mecanismos de sefializacion pueden variar en funcion de
la especie animal y de la edad. Tales resultados permiten establecer por primera vez una conexion
entre dos mecanismos fisiopatolégicos fundamentales en la hipertensién pulmonar, como son los
canales Ky la activacion de los receptores del tromboxano (TP) por el TXA, y los isoprostanos.

Palabras clave: Canales de K* — Tromboxano A, — Proteina cinasa C — Hipertension pulmonar.

Papel de los canales de potasio
dependientes del voltaje
en el control del tono pulmonar

Los canales de K* desempefian un impor-
tante papel en el control del potencial de mem-

brana, de la concentracion intracelular de Ca%*
(ICa*1) y de la contraccién del musculo liso
vascular.! Asi, la activacion de los canales de
K* produce hiperpolarizacién de la membrana,
mientras que su inhibicion la despolariza, pro-
duciendo la activacion de los canales de Ca?*
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dependientes del voltaje de tipo L, aumento
del [Ca*7], y vasoconstriccion. En células mus-
culares lisas de arteria pulmonar se han iden-
tificado distintos tipos de canales de K*: de-
pendientes del voltaje (K,), activados por Ca?*
de alta conductancia (BK_,) y dependientes de
ATP (K,..).! De ellos, en los ultimos afios los K,
vienen suscitando un creciente interés en la
circulacién pulmonar debido a diversas razo-
nes. En primer lugar, estos canales determinan
el potencial de membrana en las células mus-
culares lisas de arteria pulmonar. Asimismo,
son modulados negativamente por mediadores
vasoactivos implicados en la hipertensién pul-
monar, como la endotelina-1 (ET-1), la angio-
tensina 11 (ATII) y el tromboxano A, (TXA,), y
por la hipoxia.?* Por tltimo, la reduccién tanto
de la expresion como de la funcién de estos
canales se ha implicado en la fisiopatologia de
la hipertensién pulmonar primaria y de la indu-
cida por farmacos anorexigenos.

Vasoconstriccion inducida por TXA,
y papel en la hipertension pulmonar

El TXA, es un metabolito del acido ara-
quidonico producido por la actividad secuen-
cial de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX-2)
y de la tromboxano sintetasa. EI TXA, activa
los receptores del tromboxano (TP) e induce
agregacioén plaquetaria, vasoconstriccién e hi-
pertrofia/hiperplasia del musculo liso vascular,
asi como un estado protrombético en la super-
ficie endotelial. Dichos receptores se activan
también por diversos isoprostanos, principal-
mente el 8-isoPGF, , que se generan a partir
de la peroxidacion del acido araquidénico de
la membrana celular mediada por radicales
libres de oxigeno. Se han descrito concentra-
ciones elevadas locales y sistémicas de TXA,
y de isoprostanos en diversas enfermedades
vasculares.® Sus acciones vasoconstrictoras
son especialmente pronunciadas en el terri-
torio pulmonar, donde participa en el control
del tono vascular en situaciones fisiolégicas vy,
especialmente, patolégicas. De hecho, el TXA,
se ha implicado en diversas formas de hiper-
tensién pulmonar primaria y secundaria.®
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Vasoconstriccion pulmonar inducida
por TXA, y papel de los canales K,

Empleando arterias pulmonares aisladas
de rata montadas en un bafio de érganos ob-
servamos que la vasoconstriccién inducida
por U46619, un analogo de TXA,, se inhibia
con el antagonista del Ca?* nifedipino y con
el antagonista de receptores TP SQ29548.2
Estos sencillos experimentos funcionales nos
indicaban que el efecto estaba mediado por
receptores TP y que implicaba la activacién
de canales de Ca?* dependientes del voltaje
de tipo L. Para corroborar este mecanismo
estudiamos las concentraciones de Ca?* in-
tracelular ([Ca?*]) de manera simultanea a
la respuesta contractil cargando las arterias
con Fura-2 y analizando la fluorescencia emi-
tida por este fluor6foro. Efectivamente, en-
contramos una correlaciéon entre el aumento
de ([Ca*1) y la contraccién, y que ambos se
inhibian con nifedipino.? En un estudio pos-
terior realizado en arterias pulmonares de le-
choén encontramos que el U46619 también
estimulaba el aumento de [Ca?*], y que éste
también se inhibia con nifedipino.” En prin-
cipio, estos datos indicarian que también la
entrada de Ca®* a través de los canales de tipo
L seria fundamental para la contraccién de las
arterias pulmonares de lechdn. Sin embargo,
a pesar de reducir marcadamente el [Ca*],
el nifedipino apenas afectaba a la respuesta
contractil. Por tanto, entraban en contradic-
cion los estudios funcionales con los del ana-
lisis del Ca?*. Los datos nos indicaban que,
a pesar de que se produce un aumento de
[Ca®], en las arterias pulmonares de lechén,
este aumento no es esencial para la respuesta
contractil. Por el contrario, los inhibidores de
la Rho cinasa relajaban la contracciéon indu-
cida por U46619 sin apenas cambios en el
[Ca**1, lo cual indica que los mecanismos de
sensibilizacion al [Ca#'], mediante la Rho ci-
nasa son mas importantes en esta especie.

Volviendo a las arterias pulmonares de
rata, donde los canales L si son importan-
tes, analizamos el efecto del U46619 sobre
la entrada de Ca®* empleando la técnica del
parche de membrana, el patrén oro en los es-
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tudios de canales i6nicos. De nuevo encontra-
mos una clara discordancia entre los estudios
funcionales y el estudio electrofisiolégico: el
U46619 no aumenta las corrientes de Ca?*.?
Nos enfrentamos, por tanto, a la disyuntiva
de “creernos” los estudios funcionales o los
electrofisiolégicos. Sin embargo, la explica-
cion era sencilla. Con la técnica del parche de
membrana controlamos el potencial de mem-
branay asi estamos eliminando un factor fun-
damental que regula la actividad de los cana-
les L, ya que son dependientes del voltaje. Al
analizar qué ocurria con el potencial de mem-
brana, observamos que el analogo del TXA,
inducia una despolarizaciéon de la membrana
y, por tanto, este mecanismo nos explica por
qué se activan los canales L.

En otro experimento funcional pretratamos
las arterias pulmonares con KClI, produciendo
una despolarizaciéon de la membrana y una
vasoconstricciéon debida a la disminucién de
la actividad de los canales de K*. En estas
condiciones, el U46619 apenas era capaz de
aumentar el [Ca?*], ni la contraccion. Esto era
una evidencia indirecta que apuntaba que el
U46619 podria estar despolarizando la mem-
brana mediante la inhibicién de los canales
de K*. Para corroborarlo empleamos de nuevo
la técnica del parche de membrana, y en esta
ocasién si observamos que el U46619 tenia
un efecto inhibitorio sobre las corrientes de
potasio dependientes del voltaje, acorde con
la despolarizacién observada y con los estu-
dios funcionales.

Vasoconstriccion pulmonar inducida
por TXA, y proteinas cinasas

Para analizar las posibles vias de sefializa-
cion, y en particular el papel de las proteinas
cinasas, recurrimos de nuevo a las arterias
pulmonares montadas en un bafio de 6rganos.
Los inhibidores de la tirosina cinasa genistei-
na o de la Rho cinasa Y27632 no modificaron
la respuesta contractil al U46619, pero si lo
hicieron los inhibidores de la proteina cinasa
C estaurosporina y calfostina. La proteina ci-
nasa C es en realidad una familia de cinasas

que comprende 11 isoformas distintas, que se
agrupan en tres subfamilias: clasicas (cPKC),
nuevas (nPKC) y atipicas (aPKC). Empleando
inhibidores con selectividad parcial por algu-
nas isoformas encontramos que el G66983
inhibia la respuesta, mientras que el G66976
y la bisindolilmaleimida no tenian efecto. Las
Unicas isoformas sensibles al G66983 e insen-
sibles al G66976 y la bisindolilmaleimida eran
las aPKC, que incluyen la PKCC y la PKCM.
Pudimos confirmar el papel de las aPKC me-
diante el efecto inhibitorio de un péptido pseu-
dosustrato que inhibe de manera selectiva a las
aPKC. Ademas, mediante Western blot confir-
mamos la presencia de la PKC{, mientras que
la PKCA no se expresaba en las arterias pul-
monares de rata.? La activacién de los recep-
tores TP inducia también la translocacién de
la PKC{ hacia la membrana.? Estos resultados
permiten establecer por primera vez una co-
nexién entre dos mecanismos fisiopatolégicos
fundamentales en la hipertensiéon pulmonar,
como son los canales Ky la activacion de los
receptores TP por el TXA, y los isoprostanos.

Mas recientemente, con el fin de verificar
nuestros hallazgos anteriores, hemos Ilevado a
cabo experimentos en ratones deficientes para
el gen de la PKCZ (PKC{™).2 En las arterias
pulmonares de ratones con fenotipo salvaje, al
igual que en las de las ratas, el U46619 pro-
ducia una inhibicién de los canales K, despo-
larizacion, aumento del [Ca®*]; y vasoconstric-
cién. Por el contrario, en los ratones PKC{"
el U46619 no inhibia los canales K, ni la
despolarizacion, y el aumento del [Ca?*] y la
vasoconstriccién estaban marcadamente re-
ducidos; exactamente los mismos resultados
que habiamos observado empleando el pép-
tido inhibidor especifico de la PKCC. Por lo
tanto, los ratones modificados genéticamente
confirmaban nuestros hallazgos farmacolégi-
COS previos.

Vasoconstriccion pulmonar inducida
por TXA, y proteinas adaptadoras

La PKCC es una cinasa que tiene una po-
bre especificidad por el sustrato y es capaz
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de fosforilar, en sistemas acelulares, un gran
ntmero de proteinas. La especificidad por el
sustrato se logra mediante la localizacién sub-
celular y la participacién de proteinas adap-
tadoras, como la p62, que actlan a manera
de andamios (scaffold), uniéndose simulta-
neamente a dos 0 mas proteinas y facilitando
su interaccién. Para analizar el papel de la
p62 empleamos de nuevo ratones genética-
mente deficientes en esta proteina.® Los estu-
dios electrofisiolégicos y el analisis del [Ca**],
nos indicaban que la p62 era esencial para la
respuesta al analogo del TXA,. Por el contra-
rio, la respuesta contractil era muy similar en
ambos casos. Asi, de nuevo se nos planteaba

una discordancia entre el estudio funcional
y los estudios complementarios del [Ca*] y
las corrientes idnicas. Como no disponemos
de farmacos que inhiban la p62, la cuestién
de si esta proteina es importante para la con-
traccion del U46619 queda pendiente de
resolver. Sin embargo, puesto que la contrac-
cion del U46619 es dependiente del Ca?* en
ratas y ratones con fenotipo salvaje, pero in-
dependiente en los ratones deficientes para el
gen de la p62, creemos que esta deficiencia
genética produce un cambio en la programa-
cién genética, de manera que la ausencia de
p62 se compensa por una regulacion al alza
de mecanismos de sefializacién que implican
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Figura 1. Los estudios funcionales que emplean las técnicas cldsicas de contractilidad de arterias aisladas
montadas en bafio de drganos desempefan un papel clave en el anélisis de las vias de sefalizacion. La medi-
da del Ca?* intracelular (1), las corrientes idnicas (2), la deteccion de los mensajeros intracelulares mediante
fluorescencia (3), la expresion de genes en cuanto a RNAm (4) o proteina (5), la localizacién de proteinas o
segundos mensajeros mediante inmunocitoquimica (6), los estudios de inmunoprecipitacion para el estudio de
la fosforilacion (7) y la interaccion de proteinas (8), y la utilizacién de sistemas de sobrexpresion o delecion
genética (9), son herramientas complementarias y deben servir para explicar o corroborar los hallazgos de los
estudios funcionales. Finalmente, los estudios in vitro deben ser confirmados en estudios in vivo (10).
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sensibilizacién a las proteinas contractiles, de
modo similar a lo que habiamos observado en
los lechones.

Vasoconstriccion pulmonar inducida
por TXA, y especies reactivas de oxigeno

Para analizar el posible papel de las espe-
cies reactivas de oxigeno (ROS) estudiamos
el efecto de la catalasa en su forma permea-
ble a la membrana, la polietilenglicol-catala-
sa (PEG-catalasa), sobre la contraccién con
U46619 en arterias pulmonares aisladas.® La
PEG-catalasa inhibia la respuesta al U46619.
De la misma manera, la apocinina, un inhibi-
dor de la NADPH oxidasa de membrana, la
principal fuente vascular de ROS, también
disminuia la respuesta contractil y la inhi-
bicién de las corrientes K, inducida por el
U46619, lo que indica un papel clave de las
ROS derivadas de este complejo enzimaético.?
Para confirmarlo medimos la produccién de
ROS mediante la fluorescencia de la dicloro-
fluoresceina, y observamos un aumento con el
U46619 que se inhibia por la PEG-catalasa y
por la apocinina. El analogo de H,0,, t-butil-
hidroperéxido, reproducia el efecto contractil
del U46619. Sin embargo, esta contraccién,
al contrario que la del U46619, no se inhibia
con el péptido inhibidor de la PKCC. Esto nos
sugeria que la produccién de ROS estaba lo-
calizada més abajo de la PKC{ en la cascada
de sefializacién. La inhibicién de la produc-
cion de ROS por el péptido inhibidor de la
PKCZ nos confirmaba esta hipétesis.

Conclusiones

La activaciéon de los receptores TP por el
analogo de TXA, U46619 produce una inhi-
bicion de los canales K, lo que conduce a la
despolarizacién de la membrana, la activacién
de los canales de Ca®* de tipo L, el aumento
del [Ca?"], y la vasoconstriccion pulmonar.? El
mecanismo de sefializacién implica la activa-
cion y la translocacién de una isoforma de la
proteina cinasa C (PKC) atipica, la PKCZ, hacia

la membrana? y la produccién de ROS por la
NADPH oxidasa de la membrana.” Los meca-
nismos de sefializacién varian en funcién de
la especie y de la edad.5 En el lechdn, la via
PKCC-K -Ca?* es la mas importante en el recién
nacido, mientras que tras los primeros dias de
vida aumenta la participacién de la sensibiliza-
cién al calcio mediante la Rho cinasa.

Para el estudio de los mecanismos de sefia-
lizacién, nuestro modus operandi es analizar
siempre los efectos sobre lafuncién empleando
herramientas farmacolégicas. Cualquier efec-
to 0 mecanismo que se observe en experimen-
tos funcionales tiene una alta probabilidad de
tener relevancia fisiolégica, farmacolégica o
fisiopatolégica. Los experimentos funcionales
son econémicos y tremendamente versatiles.
Una limitacién importante de estos estudios
es la disponibilidad de herramientas farma-
colégicas lo suficientemente especificas. En
nuestro laboratorio disponemos de una serie
de técnicas complementarias que son de gran
ayuda para corroborar, explicar o realzar los
datos obtenidos en estudios funcionales (Fig.
1). Empleando un simil cinematogréfico, los
estudios funcionales deben ser el argumento
de un trabajo y las técnicas complementarias
los efectos especiales.
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P. D'Ocoén: Queria comentar unos resultados que
encontramos analizando in vitro la respuesta
vascular a la hipoxia en arteria pulmonar. Ob-
servamos una respuesta trifasica que, en fun-
cién de la magnitud de las fases, conseguia un
tono final resultante mas alto en la arteria pul-
monar que en la mesentérica, pero que cuali-
tativamente era muy similar en ambos vasos.

F. PErez-Vizcaino: A veces la vasoconstriccion
observada no refleja bien la verdadera vaso-
constriccion pulmonar hipoxica in vivo. Para
ello es necesario trabajar con las arterias de
pequefio calibre, montarlas en un midgrafo,
no utilizar pretono (sin un vasoconstrictor
previo) y darles la tension 6ptima, que es la
equivalente a 15-20 mmHg (tensién de las
arterias pulmonares en estado fisiolégico).

P. D'Ocon: ;No crees que en la hipoxia, en
condiciones fisiolégicas, los vasos ya tienen
un tono previo? Nosotros hemos probado con
un tono inducido por fenilefrina en arteria
pulmonar y hemos observado que responde
a la hipoxia a concentraciones de oxigeno
mas bajas que la mesentérica. Sin embargo,
cuando no utilizdbamos un tono previo no
habia respuesta.

F. PErez-VizcaiNo: Las arterias pulmonares
principales se consideran insensibles a la
hipoxia, porque al ser su aporte principal al
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pulmén, si respondieran a la hipoxia cerra-
rian el flujo a todo el pulmén. EI mecanismo
trata de redistribuir el flujo hacia el resto del
pulmén que no esta afectado por la hipoxia.
En segundo lugar, el alvéolo esta muy lejos
de la arteria pulmonar, al contrario que las
arterias de pequefio calibre, que son las que
en realidad distribuyen el oxigeno.

J.M. Baevens: ;Existen muchos estimuladores
de los canales de potasio dependientes del
voltaje?

F. Perez-Vizcaino: Ese es un problema funda-
mental, porque no disponemos de farmacos
agonistas especificos de estos canales.

J. LLenas: ;Crees que el modelo de la mono-
crotalina es todavia un modelo vélido para
evaluar agentes que actien sobre la hiper-
tensién pulmonar?

F. PeErez-Vizcaino: Si, es un modelo amplia-
mente utilizado por su sencillez y ademas
esta muy estandarizado, pero hay muchos
otros modelos.

J. SaLLEs: ;A qué concentraciones la desipra-
mina actia como inhibidor de las esfingo-
mielinasas en la cascada de activacién de la
PKCL? ;Es una propiedad especifica o tam-
bién la poseen otros triciclicos?
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F. PErez-Vizcaino: La farmacologia de las esfin-
gomielinasas esta alin poco descrita. Como
inhibidores de la esfingomielinasa acida se
utilizan el D609 y la desipramina. En cuan-
to a si otros triciclicos también tienen esta
accioén, es facil pensar que la imipramina
actle como inhibidor por su analogia con la
desipramina.

J.M. VELa: ;Nos podrias dar unas pinceladas
sobre el papel de la serotonina y de los re-
ceptores implicados?

F. PErez-Vizcaino: La serotonina es un media-
dor implicado en la hipertensién pulmonar,

y la vasoconstriccion que produce esta rela-
cionada con el blogueo de los canales K e
implica a los receptores 5-HT2A, que se blo-
quean con ketanserina y su sefializacion es
clasica: fosfolipasa C, diacilglicerol y PKC.
En otros estudios observamos que la fluoxe-
tina bloqueaba la respuesta de la serotonina
y, en cambio, la fluvoxamina y el citalopram
no tenia ningln efecto. Luego, en la literatu-
ra, encontramos que la fluoxetina tiene bas-
tante afinidad por los receptores 5-HT2A.
Ademas, se ha propuesto que la fluoxetina
podria ser un tratamiento de la hipertension
pulmonar por su papel en la recaptacion de
serotonina.
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Estudios funcionales
en aprendizaje y memoria

M.J. Ramirez
Departamento de Farmacologia, Universidad de Navarra, Pamplona.

Resumen: En este trabajo se describen algunos de los experimentos realizados en nuestro labora-
torio con dos de los paradigmas conductuales mas utilizados a dia de hoy para valorar el aprendi-
zaje y la memoria en el animal de experimentacion: el laberinto acuatico de Morris y la prueba de
reconocimiento de nuevo objeto. Se intentara llevar a cabo una valoracion critica de su utilidad, y
se comentaréan los diversos factores que hay que tener en cuenta a la hora de escoger un modelo
concreto. Asi, en modelos experimentales de la enfermedad de Alzheimer, en los cuales se imita
la hipofuncién colinérgica caracteristica, bien mediante antagonistas muscarinicos, como la es-
copolamina, o mediante la produccién de una lesion selectiva colinérgica, se observa un déficit
cognitivo en la prueba del laberinto acuatico de Morris. En modelos experimentales de depresion
(separacion materna) se pueden observar, en la prueba de reconocimiento de nuevo objeto, déficit
cognitivos asociados. Los estudios funcionales de aprendizaje y memoria que describimos pueden
utilizarse para evaluar nuevas dianas terapéuticas para el tratamiento de los déficit cognitivos ca-
racteristicos o asociados a diversas enfermedades neuropsiquiatricas.

Palabras clave: Laberinto acuatico de Morris — Reconocimiento de nuevo objeto — Enfermedad
de Alzheimer — Escopolamina — Lesidn selectiva colinérgica — Depresién — Separacién materna
— Mifepristona.

Introduccion

Una de las caracteristicas mas importantes
del ser humano es su capacidad de aprender
y recordar. El aprendizaje es el proceso por el
cual adquirimos conocimientos sobre el mun-
do. La memoria es la retencién o almacena-
miento de esos conocimientos.

Hay enfermedades, como las demencias,
caracterizadas por el deterioro cognitivo. En
otras ocasiones, como en la depresién, los
problemas de aprendizaje y memoria, aunque
no son el signo caracteristico de la enferme-
dad, la acompafian. En cualquier caso, son
necesarios modelos animales que permitan el

estudio de los mecanismos etiopatogénicos
que subyacen a los déficit cognitivos, y de sus
posibles tratamientos farmacolégicos.

En este trabajo se describen algunos de los
experimentos realizados en nuestro laboratorio
utilizando dos de las pruebas que actualmen-
te mas se usan para valorar el aprendizaje y
la memoria en el animal de experimentacion:
el laberinto acuéatico de Morris y la prueba de
reconocimiento de nuevo objeto. Se intentara
Ilevar a cabo una valoracion critica de su utili-
dad, y comentaremos los factores que hay que
tener en cuenta a la hora de escoger un mo-
delo concreto. El caso de los antagonistas de
los receptores 5-HT, es un ejemplo reciente
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de como la eleccion del paradigma funcional,
e incluso del protocolo utilizado, Ileva a impor-
tantes diferencias en los resultados. Asf, la ad-
ministracién de Ro 04-6790, un antagonista
5-HT,, mejora la retencién en la prueba del la-
berinto acuatico de Morris! y revierte el déficit
cognitivo inducido por escopolamina en el au-
toshaping task.? Otros dos antagonistas 5-HT,,
SB-399885 y SB-271046, han mostrado su
capacidad de mejorar el reconocimiento de
objetos3%y la retencién en el laberinto acuati-
co de Morris.® Sin embargo, estos compuestos
fueron incapaces de alterar la adquisicion en
esta misma prueba. En la prueba de la evi-
taciéon pasiva, SB-271046 revirti6 los déficit
cognitivos inducidos por escopolamina.” Por
el contrario, Russell y Dias® y Lindner y cols.?
no pudieron conseguir que Ro 04-6790 y SB-
271046 tuvieran un efecto favorable sobre la
memoria en el autoshaping task ni en la reten-
cién en el laberinto acuético de Morris. Pérez-
Garcia y Meneses!® hicieron una interesante
discusién sobre la fiabilidad de estos datos,
sefialando que diferencias metodolégicas y
en la eleccién de la prueba funcional podrian
contribuir a esos resultados contradictorios.

Demencias: enfermedad de Alzheimer

En estos momentos, la enfermedad de Al-
zheimer supone la demencia primaria neuro-
degenerativa mas frecuente. Comienza con
una pérdida de memoria reciente, originada
por un déficit para la formacién de nuevos
recuerdos, ocasionado por la precoz afecta-
cioén del cértex entorrinal y el hipocampo, que
origina un sindrome de desconexién entre las
entradas sensoriales y los circuitos mnésicos
cortico-subcorticales. En la fisiopatologia de
la enfermedad de Alzheimer se han implicado
diversas alteraciones histopatolégicas, entre
las que cabe destacar una marcada atrofia de
la corteza cerebral, con pérdida de neuronas
corticales y subcorticales, la formacién de las
denominadas “placas seniles”, consistentes
en acumulaciones de proteina beta-amiloide
(AB) con degeneraciones neuriticas, y ovillos
neurofibrilares, compuestos de pares de fi-
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lamentos helicoidales de proteina tau (1) hi-
perfosforilada.!! El deterioro cognitivo de los
pacientes con Alzheimer presenta una corre-
lacién directa con la presencia y el nimero de
estas formaciones, que son particularmente
notables en el hipocampo y en zonas asociati-
vas de la corteza cerebral.

El resultado final de muerte neuronal y pér-
dida de sinapsis es una serie de alteraciones
neuroquimicas. En 1982 se planted la “hip6-
tesis colinérgica” para explicar la patogenia
del Alzheimer.? Proponia que los déficit cog-
nitivos de la enfermedad estaban causados
por la disminucién de la sintesis de acetil-
colina y que, en consecuencia, Si se aumen-
taba la concentracién intrasinaptica de este
neurotransmisor se produciria una mejoria de
estos enfermos. Hasta ahora, la Gnica estra-
tegia farmacoterapéutica (ademéas de la me-
mantina) que ha demostrado cierta eficacia
para mejorar, siquiera sintoméaticamente, al
paciente que sufre enfermedad de Alzheimer,
es la encaminada a evitar la degradacion de
la acetilcolina. Asi, por ejemplo, los farmacos
que inhiben de forma reversible la acetilco-
linesterasa cerebral, como el donepezilo, la
rivastigmina y la galantamina, evitan la degra-
dacion del neurotransmisor, y de esta manera
favorecen la elevacién de las concentraciones
de acetilcolina en la hendidura sinéaptica, fa-
cilitando los efectos del neurotransmisor.

De esta forma, los modelos animales de
enfermedad de Alzheimer se han centrado tra-
dicionalmente en imitar esa hipofuncién coli-
nérgica, y de hecho se ha considerado, expo-
niéndolo de forma simplificada, que cualquier
farmaco capaz de aumentar la liberacion de
acetilcolina es un posible candidato para el
tratamiento de la enfermedad. Para conseguir
una hipofuncién colinérgica se utilizan funda-
mentalmente dos métodos: la administracion
de antagonistas muscarinicos, como la esco-
polamina, y la produccién de lesiones selecti-
vas colinérgicas.

Laberinto acuatico de Morris

El hombre puede reconocer estimulos que
ha visto antes, realizar asociaciones entre ellos
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e incluso orientarse de acuerdo con las rela-
ciones que establece entre los estimulos. La
mayoria de los animales también se orientan
en el espacio para organizar sus conductas en
relacion con el entorno en que se encuentran
en cada momento. El aprendizaje y la memoria
espacial se relacionan con la capacidad de ad-
quirir y retener asociaciones de las caracteris-
ticas del ambiente, lo que permite al organis-
mo desenvolverse en el espacio. Esta memoria
puede ser evaluada mediante modelos anima-
les en que la solucion de la tarea depende de
la informacioén espacial disponible. El laberinto
acuéatico es uno de los modelos méas emplea-
dos en el estudio de la memoria espacial en
roedores. En este laberinto, disefiado por Mo-
rris en 1984,13 los animales tienen que nadar
para localizar una plataforma oculta siguiendo
una serie de estimulos visuales externos con
los que se orienta para conocer su posicion
exacta.

Este paradigma resulta de especial inte-
rés, puesto que no necesita de la privacién
de agua o comida ni de la aplicacién de una
descarga eléctrica para motivar la conducta.
Existe amplia evidencia del importante papel
que desempefia el hipocampo en la memoria
declarativa en los humanos y en la espacial en
los roedores. Por lo tanto, dada la afectacién
del hipocampo y de la memoria visuoespacial
en la enfermedad de Alzheimer, esta prueba
del laberinto acuatico de Morris resulta de es-
pecial utilidad.

Déficit cognitivos inducidos
por escopolamina

Puesto que la idea del déficit colinérgico en
la enfermedad de Alzheimer es ampliamente
aceptada, incluyendo que la activacién de los
receptores muscarinicos es necesaria para la
formaciéon de la memoria, los antagonistas
colinérgicos muscarinicos, principalmente la
escopolamina, se utilizan para reproducir al-
teraciones de la memoria y para el desarrollo
de nuevos farmacos Utiles en el tratamiento
de la enfermedad.

En el laberinto acuatico de Morris, la esco-
polamina (0,2-0,6 mg/kg) provoca un déficit

cognitivo que se manifiesta por una incapaci-
dad para encontrar la plataforma oculta, y con
frecuencia, dependiendo de la dosis utilizada,
por una natacion tigmotéxica alrededor de la
piscina.

EXPERIMENTO

El tratamiento combinado con ondansetrén
(antagonista de los receptores 5-HT,) y fluma-
zenilo (antagonista de los receptores GABA,
por el lugar de fijacién de las benzodiacepi-
nas) revierte los déficit cognitivos inducidos
por la escopolamina en el laberinto acuéatico
de Morris.

Basandonos en un trabajo previo de nues-
tro grupo de investigacion,'® en el cual de-
mostramos que el tratamiento combinado con
ondansetrén y flumazenilo producia una libe-
racién de acetilcolina in vivo significativamen-
te superior a la de los farmacos por separado,
nos propusimos estudiar si este aumentoen la
liberacién de acetilcolina se reflejaba funcio-
nalmente en una prueba cognitiva.

EQuiPo Y PROTOCOLO UTILIZADO

El laberinto consistia en una piscina cir-
cular negra (145 cm diametro x 55 cm al-
tura), llena de agua a 22 °C. Una plataforma
negra invisible, situada por debajo del nivel
del agua, se mantenia en una posicion fija en
el cuadrante designado como C. La piscina
estaba rodeada de figuras geométricas negras,
que servian de pistas visuales externas.

El protocolo consistié en un primer dia de
habituacién, en el cual las ratas llevaron a
cabo un Unico pase, durante 60 segundos, sin
la plataforma. En la fase de adquisicién (dias
2 y 3), las ratas llevaron a cabo seis pases
por dia (de 120 segundos) con la plataforma
de escape en una posicion fija. Se permitié
nadar a las ratas libremente hasta encontrar
la plataforma o hasta que pasaban los 120 se-
gundos. Los resultados se expresaron como el
tiempo de latencia para encontrar la platafor-
ma. Los dias 4 y 7 (dias de retenciéon, memo-
ria a corto y largo plazo) se retird la plataforma
de la piscina. Se llevé a cabo un Unico pase
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por dia (60 segundos) y se midi6 el tiempo
que el animal nadaba en el cuadrante donde
antes estaba la plataforma.

RESULTADOS Y CONCLUSION

El tratamiento combinado con ondanse-
trén, 0,1 pg/kg, y flumazenilo, 10 mg/kg, es
capaz de revertir totalmente el déficit cogniti-
vo inducido por la escopolamina (Fig. 1). Es-
tos resultados sugieren que la administracién
combinada de ondansetrén y flumazenilo po-
dria suponer una nueva aproximacion terapéu-
tica en futuros estudios del tratamiento de los
déficit cognitivos asociados a una hipofuncién
colinérgica.

Lesién selectiva colinérgica

Actualmente, para producir una lesion se-
lectiva colinérgica se utiliza la toxina 192-1gG-
saporina, formada por un anticuerpo monoclo-
nal del receptor p75 (NGF) unido a la saporina,
proteina inactivadora de los ribosomas. Dado

que la mayor parte de las neuronas colinérgi-
cas del telencéfalo basal son p75-positivas, la
192-1gG-saporina es la toxina disponible mas
selectiva para destruir la inervacion colinér-
gica al hipocampo y la corteza de rata.!’® La
lesion se produce por inyeccion estereotaxica
de la toxina en el nicleo colinérgico elegido,
y la caracterizacién de la lesién se puede ha-
cer por cuantificacién de los marcadores coli-
nérgicos: actividades acetilcolintransferasa o
acetilcolinesterasa.

EXPERIMENTO

Estudio comparativo de los efectos sobre
la memoria de una lesién selectiva colinérgica
intracerebroventricular o localizada en el nu-
cleo basal de Meynert.!”

Los nucleos colinérgicos del telencéfalo ba-
sal proyectan y son origen de la inervacién col-
inérgica a todo el cerebro. Una lesiéon selec-
tiva colinérgica en el nlcleo basal de Meynert
priva de la inervacién colinérgica a la corteza
frontal, mientras que una lesién no selectiva

25

201

Tiempo C (s)

C ESCO

OND FLU OND+FLU

+ESCO

Figura 1. Efecto del ondansetron (OND, O,1 pg/kg), el flumazenilo (FLU, 10 mg/kg) y el tratamiento combi-
nado (OND+FLU) sobre los déficit cognitivos inducidos por escopolamina (ESCO, 0,6 mg/kg), en la fase de
retencion del laberinto acudtico de Morris. Los datos mostrados expresan el tiempo que los animales nadan en
el cuadrante donde se encontraba la plataforma en la fase de adquisicion (C) (n = 8-10 por grupo). El anélisis
estadistico consistié en un ANOVA de dos criterios (criterio ondansetron y criterio flumazenilo, seguido de un

test a posteriori de Tukey). Se vio que existia interaccion de ambos tratamientos [F,

= 18,55, p <0.01].

,31

*p <0.01 frente a control, 'p <0.05 frente a escopolamina.
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anatémicamente, como es el caso de la lesién
intracerebroventricular, priva de la inervacion
colinérgica a la mayor parte de las estructuras
cerebrales.

RESULTADOS Y CONCLUSION

Siete dias después de una lesién selectiva
colinérgica, tanto la lesién del nicleo basal
de Meynert como la intracerebroventricular
produjeron una reduccién de los marcadores
colinérgicos en la corteza frontal de alrededor
del 40%. Sin embargo, como era de esperar,
en el hipocampo se obtuvieron descensos en
los marcadores colinérgicos sélo en el caso de
la lesién intracerebroventricular.

Unicamente los animales con lesién intra-
cerebroventricular mostraron déficit cogni-
tivos en la prueba del laberinto acuatico de
Morris, tanto en la adquisicién como en la
retencién (Fig. 2), mientras que los animales
con lesién del nlcleo basal de Meynert no
mostraron ninguna alteracion en el apren-
dizaje ni en la memoria. Estos resultados
parecen apoyar la idea de que la memoria
espacial no depende de la integridad de la
corteza frontal, y que es en los casos en que
la inervacién del hipocampo se ve afectada

cuando se pueden apreciar los déficit cog-
nitivos, al menos en la prueba del laberinto
acuatico de Morris.

La depresion:
un ejemplo de déficit cognitivo asociado

La depresion es uno de los problemas
de salud mas importantes. Aunque se des-
conocen los mecanismos neurobiolégicos
de la depresion, y superada la clasica teoria
monoaminérgica, cada vez es mayor la evi-
dencia que implica a una respuesta alterada
al estrés en ciertas formas o componentes
de la depresion.'®20 Basandose en esto y en
la dificultad de encontrar modelos animales
de depresién, en los Ultimos afios se esta
prestando especial atenciéon a los modelos
basados en una respuesta alterada al estrés,
como son la separacién materna o el estrés
crénico suave.

La separacion materna,
modelo de respuesta alterada al estrés

Se ha demostrado que tiempos prolonga-
dos (mas de una hora) de separaciéon materna

251

20

157

101

Tiempo C (s)

Control Sham

NBM ICV

Figura 2. Efectos sobre los procesos de aprendizaje y memoria medidos en el laberinto acuatico de Morris, en
la fase de retencion, con una lesién selectiva colinérgica con 192 IgG-saporina en el nicleo basal de Meynert
o intracerebroventricular. Los datos que se muestran son el tiempo que los animales nadan en el cuadrante
donde se encontraba la plataforma en la fase de adquisicion (C) (n = 6-21 por grupo). El analisis estadistico

realizado fue un ANOVA de un criterio (lesion) seguido del test de Tamhane (F,
a control, Sham y lesiones del nicleo basal de Meynert).

=3,670; *p = 0.017 frente

,62
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durante las primeras semanas de vida dan ori-
gen, al llegar a adultos, a animales con signos
neuroendocrinos y de comportamiento de una
hiperreactividad al estrés.?">* Asi, estos ani-
males muestran un aumento en el tiempo de
inmovilidad en la prueba de la natacion for-
zada de Porsolt, y anhedonia. Este endofeno-
tipo se acompafia de una alteracién en el eje
hipotalamo-hipéfisis-adrenal (HPA), que es
el principal sistema efector de las respuestas
mediadas por estrés en el organismo.?®

Hay importantes alteraciones en la memo-
ria en los trastornos psiquiatricos asociados al
estrés.?®?’ Los animales macho sometidos a
separaciéon materna muestran un déficit cog-
nitivo en la retencion en el laberinto acuatico
de Morris; sin embargo, las hembras no mues-
tran ningln déficit en esta prueba (Fig. 3).
Estos datos podrian indicar que, en respues-
ta a un estrés adicional (como puede ser el
agua del laberinto acuatico), las ratas hembra
muestran un mejor comportamiento que los
machos. En general se sabe que las hembras
parecen ser mas resistentes que los machos
a los efectos del estrés sobre la memoria, y
que las hembras tienen mejor memoria espa-
cial.?® En este caso, para evitar tales diferen-
cias entre sexos, en el estudio de las alteracio-
nes cognitivas que acompafan a la depresién

resulta Gtil el modelo del reconocimiento de
nuevo objeto.

Prueba del reconocimiento
de nuevo objeto

Se puede definir la memoria de recono-
cimiento como la habilidad para discriminar
lo nuevo de lo familiar. Dos investigadores,
Ennaceur y Delacour, desarrollaron un para-
digma animal de reconocimiento de objetos
basado en la tendencia natural de los roedo-
res a explorar mas los objetos nuevos que los
familiares. Se ha propuesto que esta tarea
mantiene una clara analogia con las pruebas
de reconocimiento que se usan ampliamente
en humanos para evaluar la memoria y que
sirven para caracterizar los sindromes am-
nésicos, ya que proporcionan un indice de
la gravedad del dafio de la memoria explici-
ta. Este paradigma cognitivo puede utilizarse
para medir la participacién de las estructuras
del l6bulo temporal en la formacién de la me-
moria de reconocimiento a corto (90 minutos)
y largo plazo (mas de 24 horas). A diferencia
del aprendizaje espacial, la corteza frontal y
no el hipocampo es la que parece estar mas
estrechamente relacionada con este tipo de
aprendizaje y memoria.?°-33
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Figura 3. Efecto de la separacion materna en la prueba del laberinto acuético de Morris, en la fase de retencion,
en ratas macho y hembra. Los datos que se muestran son el tiempo que los animales nadan en el cuadrante
donde se encontraba la plataforma durante la fase de adquisicion (C) (n = 12 por grupo). El anélisis estadistico
fue una prueba t de Student comparando control con separacion materna. *p <0.05 frente a control.
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EXPERIMENTO

Reversion de los déficit cognitivos presentes
en el modelo de separacion materna en rata®®
(Marcos et al., observaciones no publicadas).

Equipo Y PrROTOCOLO

Los descritos a continuacién estan adap-
tados de Ennaceur y Delacour.3* ElI campo
abierto consiste en un cuadrado negro (65 x
65 x 45 cm). El dia previo al experimento, los
animales se familiarizan con el campo duran-
te 30 minutos. En el primer pase del experi-
mento se muestran a los animales dos objetos
similares en cuanto a color, forma, tamafio y
textura, y se colocan equidistantes de los bor-
des (10 cm). El animal se sitta en el centro
del campo y se le permite explorar libremente
durante 5 minutos. Se considera exploracién
cuando la cabeza del animal se orienta hacia
el objeto y su nariz esta situada a menos de 2
cm de él. Una hora més tarde se lleva a cabo
el segundo pase (5 minutos), tras remplazar
uno de los objetos por otro nuevo, y se mide el
tiempo de exploracién. Los resultados se ex-
presan como porcentaje de tiempo explorando
el nuevo objeto en relacién con el tiempo total
de exploracion (indice de discriminacion).

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En la prueba de reconocimiento de obje-
to no se encontraron diferencias en el tiempo
que las ratas exploran dos objetos idénticos.
Al sustituir uno de los objetos por otro nuevo,
los animales exploran un tiempo significati-
vamente superior el objeto nuevo. Sin embar-
g0, los animales que habian sido separados
de sus madres, tanto machos como hembras,
mostraron un déficit cognitivo, con un indice
de discriminacién en los animales con sepa-
racién materna cercano a 50.

La administracién de un antagonista de
los receptores 5-HT,, como el compuesto SB-
271046, consigui6 revertir el déficit cognitivo
asociado a la separacién materna (Fig. 4A).
Sin embargo, los datos bibliograficos parecen
apoyar la idea de que son los agonistas 5-HT
los que se muestran més efectivos como an-
tidepresivos,®® por lo que no esta clara la po-
sible utilidad de los antagonistas 5-HT, en el
caso de las alteraciones cognitivas asociadas
a la depresion.

En este mismo modelo se ha descrito que
las alteraciones cognitivas podrian deberse a la
alteracion del eje HPA, en concreto a un exceso
de glucocorticoides circulantes?s. Por lo tanto,
teéricamente, un antagonista de los recepto-
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Figura 4. Efecto del tratamiento A) con un antagonista 5-HT, (SB-271046, 10 mg/kg) y B) con mifepristona
(10 mg/kg) en los déficit cognitivos inducidos por la separacién materna en la prueba de reconocimiento de
nuevo objeto (n = 8-12 por grupo). El estudio estadistico mostré una interaccion significativa entre el estrés

neonatal (separacion materna) y el tratamiento con SB-271046 (F,

= 5,280, p <0.05) o mifepristona (F,

,51 43

=4,83, p <0.05). El anélisis a posteriori con la pruebat de Student revelé que los animales separados de sus
madres tratados con SB-271046 o mifepristona no mostraban ningtn déficit cognitivo.
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res de glucocorticoides, como la mifepristona,
deberia revertir los déficit cognitivos asociados
a la separacién materna. Al estudiar el efecto
de la mifepristona vimos que este farmaco no
sélo es eficaz para revertir los déficit cognitivos
(Fig. 4B), sino que también disminuye el tiem-
po de inmovilidad en la prueba de la natacion
forzada de Porsolt. Todos estos datos parecen
sugerir una posible utilidad de la mifepristona
para el tratamiento de los trastornos afectivos
y las alteraciones cognitivas asociadas.?® Ac-
tualmente la mifepristona esta en fase 3 de
ensayo clinico para el tratamiento de la depre-
sién mayor, y puede ser el primer antidepresivo
no monoaminérgico del mercado.

Conclusiones

Para los estudios funcionales en aprendi-
zaje y memoria se han desarrollado diversas
pruebas. A la hora de elegir qué prueba uti-
lizar hay que tener en cuenta las particulari-
dades de cada modelo, en cuanto a sustrato
anatémico y tipo de aprendizaje, ya que po-
demos encontrarnos resultados inesperados o
incluso contradictorios. Los modelos funcio-
nales de aprendizaje y memoria aqui presen-
tados pueden utilizarse tanto para estudiar los
mecanismos anatomopatolégicos causantes
de enfermedades como para evaluar nuevas
dianas terapéuticas para el tratamiento de los
déficit cognitivos caracteristicos o asociados a
diversas afecciones neuropsiquiatricas, como
la enfermedad de Alzheimer y la depresion.
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DISCUSION

C. GoicoecHeA: ;Como discrimindis en el test
de Morris qué parte se debe al aprendizaje
y cual a la ansiedad producida por el mismo
test? Sobre esta prueba habia leido que se
situaba al animal en frente de la plataforma
y luego se ocultaba para ver si era capaz de
llegar al mismo lugar. ;Qué diferencias hay
con el método que nos has explicado?

M.J. Rawmirez: Hay distintos protocolos para
desarrollar un laberinto acuatico de Morris.
El que os he mostrado es el de plataforma
invisible, en el cual el animal aprende por
las pistas externas. El protocolo que mencio-
nas es el de plataforma visible, que se utiliza
cuando tenemos la sospecha de que la ca-
pacidad visual del animal esta afectada. Por
ejemplo, en general, cuando trabajamos con
ratones, primero realizamos una plataforma
visible y a continuacién una invisible, que
es la que en realidad nos aporta el dato de
memoria.

P. RoBLEDO: (EI test de Morris es valido para
el Alzheimer?

M.J. Ramirez: Es un modelo que gusta mucho
porque en el Alzheimer la primera area y la
mas profundamente afectada es el hipoca-
mo y la corteza entorrinal, que precisamen-
te son el sustrato anatémico del laberinto
acuatico de Morris.

M.J. Sanz: En referencia a las diferencias ob-
servadas entre hembras y machos, ;habéis
probado si con un antagonista de un recep-
tor estrogénico cambian las respuestas?

M.J. Rawmirez: En la bibliografia esta descri-
to, pero nosotros, por motivos técnicos, no
lo hemos podido realizar. Lo primero que se
debe hacer es controlar el ciclo de la rata
para ver en qué momento puedes realizar la
prueba.

A.M. PLanas: Sobre este mismo tema, jse ha
probado utilizando ratas ovariectomizadas?
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M.J. Ramirez: Si, pero nosotros no lo hemos
realizado.

A.M. PLanas: Nos has comentado que las
hembras responden mejor al estrés. ;Ha-
béis observado si suben los valores de cor-
ticosteroides en plasma en respuesta al
estrés y si hay diferencias entre machos y
hembras?

M.J. Ramirez: Si, en la prueba de separacion
materna (modelo de respuesta alterada al
estrés) se observa un aumento significati-
vo de los corticosteroides en los animales
separados, tanto en machos como en hem-
bras.

A.M. PLanas: A partir de estos resultados me
planteo cémo afectaré a la sociedad que las
mujeres trabajen, ya que si en ratones, con
s6lo separarlos unas horas, ya induce esta
depresion, las futuras generaciones...

S. EriLL: Considerando el efecto antiglucocor-
ticoide de la progesterona, si pensamos que
el parto es un proceso de cesacién brusca de
concentraciones altas de progesterona, a lo
mejor la depresion posparto tiene algo que
ver con todo esto.

M.J. Ramirez: Y los problemas cognitivos, por-
que siempre dicen que después del parto es
mejor no estudiar demasiado.

M.I. Corapo: ;Tienes datos del ondansetron y
el flumazenilo sobre la actividad locomoto-
ra de los animales en el test del laberinto
acuatico?

M.J. Rawmirez: Si, y no afectan. La primera
prueba que hicimos fue la de actividad mo-
tora, porque un animal con una actividad
motora elevada sesgaria los resultados.

J.M. Baevens: Tal vez se deberia ser algo mas
prudente respecto a la generalizacién sobre
la limitada capacidad de aprendizaje de los
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ratones. S6lo me gustaria afiadir que proba-
blemente también dependera de la cepa que
se utilice.

M.J. Ramirez: No se puede generalizar, pero
daré solamente un apunte: un protocolo de
Morris normal es un dia de habituacién, dos
de adquisicion y puedes hacer una retencion
al dia siguiente y a los cuatro dias, por ejem-
plo. Cuando trabajas con ratones (nosotros
utilizamos los C55) se necesita un dia de

habituacion, tres o cuatro dias de platafor-
ma visible, seis a ocho dias de adquisicion y
luego la retencién.

A. Babia: Cuando utilizais inhibidores de la
acetilcolinesterasa en el laberinto acuatico
de Morris, jcuanto tiempo tarda el animal en
mostrar signos de aprendizaje?

M.J. Rawmirez: El segundo dia ya muestra sig-
nos de aprendizaje.
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Problematica de los estudios
de las interacciones farmacodinamicas
entre antiepilépticos
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Resumen: E/ tratamiento antiepiléptico actual es sintomatico, pero no previene ni cura la epilep-
sia. Por otra parte, a pesar de la autorizacion de once nuevos antiepilépticos, algunos con nuevos
mecanismos de accion, sigue habiendo un 30% de pacientes resistentes. Se necesitan modelos
que identifiquen la eficacia en estas epilepsias resistentes, asi como el efecto antiepileptégeno.
En los pacientes resistentes suele recurrirse a la politerapia, pero la asociacion de antiepilépticos
no siempre produce efectos beneficiosos. Los estudios en animales pueden ser Utiles para saber
qué asociaciones pueden producir efectos aditivos, supraaditivos o infraaditivos, para averiguar si
pueden ser beneficiosas o perjudiciales, y para descartar que puedan deberse a mecanismos farma-
cocinéticos. Se presenta un estudio en ratones para identificar posibles asociaciones beneficiosas,
en el cual se comparan los efectos anticonvulsionantes y neurotéxicos de dosis crecientes de val-
proato, felbamato, lamotrigina, gabapentina y vigabatrina en monoterapia y en asociacion con una
dosis baja de otro antiepiléptico en los modelos de 4-aminopiridina, pentilentetrazol, picrotoxina y
rotarod. Se observé con mas frecuencia un aumento de los efectos anticonvulsionantes que de los
neurotéxicos. Se identificaron nueve asociaciones beneficiosas (cinco con 4-aminopiridina, tres
con pentilentetrazol y una con picrotoxina). Las asociaciones beneficiosas se observaron mas con
los antiepilépticos de amplio espectro (valproato, lamotrigina y felbamato) que con los de espectro
reducido (gabapentina y vigabatrina). Nuestros resultados sugieren que los antiepilépticos de amplio
espectro, como el valproato y la lamotrigina, pueden ser mas adecuados para utilizar en asociacion
que los de espectro reducido, y que el modelo de la 4-aminopiridina puede ser adecuado para de-
tectar asociaciones beneficiosas.

Palabras clave: Farmacos antiepilépticos — Politerapia — Interacciones — Espectro antiepiléptico.

Introduccion

El tratamiento actual de la epilepsia es
sintomatico e impide que las crisis se inicien
0 Se propaguen, pero no previene ni cura la
epilepsia. La comercializacién de once nuevos
antiepilépticos en las dos Ultimas décadas no
ha cambiado sustancialmente el porcentaje de
pacientes resistentes al tratamiento, que sigue
siendo del 30%.! La farmacorresistencia es un

gran problema para el paciente por la persis-
tencia de las crisis, la morbilidad derivada de
la epilepsia y de la medicacion, el aislamiento
social, el desempleo y la disminucién de la ca-
lidad de vida,? pero ademas supone la mayor
parte del coste sanitario de la epilepsia.® Asi
pues, es necesario mejorar el tratamiento an-
tiepiléptico y desarrollar nuevas estrategias.
Es indudable que la investigacion sobre las
epilepsias humanas debe hacerse en humanos
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debido a la dificultad de extrapolar los datos
del animal al hombre. Sin embargo, a pesar
de los avances en técnicas no invasivas como
la neuroimagen y de los estudios en pacientes
con cirugia de la epilepsia, hay aspectos que
son dificiles de investigar en humanos. Por ello,
los modelos animales siguen siendo esenciales
para estudiar a qué se deben las epilepsias y
cémo se inician, propagan y terminan las cri-
sis epilépticas; son necesarios para analizar los
mecanismos por los que actian los antiepilép-
ticos y para disefiar y desarrollar nuevas estra-
tegias que eviten la epileptogénesis, la progre-
sion de la epilepsia y la farmacorresistencia.®

En los pacientes epilépticos farmacorresis-
tentes es habitual que se recurra a la polite-
rapia. Las interacciones de los antiepilépticos
son frecuentes y relevantes, y pueden ser be-
neficiosas, pero también perjudiciales. Por ello
se debe realizar una politerapia racional, es
decir, seleccionar la asociacién de antiepilép-
ticos mas adecuada a las caracteristicas del
paciente y de su epilepsia, teniendo en cuenta
el mecanismo de accién, el espectro antiepi-
Iéptico, la tolerabilidad, las caracteristicas far-
macocinéticas y la posibilidad de interacciones
farmacocinéticas y farmacodindmicas.*

Los estudios de las interacciones farmaco-
dindmicas en humanos son dificiles, y la ma-
yoria de los realizados tienen problemas meto-
dolégicos, por lo que se puede considerar que
no hay ningln ensayo clinico controlado que
avale el beneficio de una determinada asocia-
cién.+®

Tras una primera parte sobre las necesida-
des de modelos funcionales de epilepsia en
animales, las posibilidades de interacciones
beneficiosas y perjudiciales, y la problematica
de los estudios de interacciones farmacodina-
micas, se presenta un estudio realizado por
nuestro grupo en el que se comparan los efec-
tos de dosis crecientes de valproato, felbama-
to, lamotrigina, gabapentina y vigabatrina en
monoterapia y en asociacién con una dosis
baja de otro antiepiléptico en los modelos de
4-aminopiridina, pentilentetrazol, picrotoxina
y rotarod, valorando los efectos sobre las con-
centraciones cerebrales de los antiepilépticos,
de GABA y de glutamico.
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Modelos funcionales
de epilepsia en animales

Los modelos funcionales de epilepsia se
utilizan para identificar los mecanismos que
provocan el comienzo, la sincronizacion y la
propagacién de las descargas epilépticas.
Ademas, los estudios electrofisiolégicos y de
neuroimagen contribuyen al diagnéstico y la
tipificacion de la epilepsia, asi como a la iden-
tificacién del foco epiléptico. Tanto los mode-
los funcionales como los estudios electrofisio-
|6gicos y de neuroimagen pueden servir para
identificar y valorar el efecto antiepiléptico de
los nuevos farmacos.

Estudio de los mecanismos basicos

Las epilepsias pueden ser genéticas o ad-
quiridas. En las genéticas puede haber: a) una
anomalia en los canales i6nicos que intervie-
nen en la excitabilidad de las neuronas (ca-
nalopatias), b) alteraciones del metabolismo
que influyan en la estructura y la funcion de
las neuronas, o c) alteraciones en la migra-
cién neuronal. En las epilepsias adquiridas
hay una lesién originada por traumatismos, in-
fecciones, alteraciones vasculares cerebrales,
tumores o enfermedades degenerativas que,
por si sola o favorecida por un sustrato ge-
nético, provoca cambios en las neuronas del
foco mediante un proceso de epileptogénesis
que aumenta su excitabilidad haciendo que
descarguen de una forma paroxistica e hiper-
sincrona.”®

En algunos tipos de epilepsia se produce
una progresion de la enfermedad inducida por
las propias crisis,” y en otras se desarrollan
mecanismos de resistencia que hacen que la
epilepsia sea o se vuelva resistente al trata-
miento farmacolégico.!o!!

Los modelos de convulsiones agudas se
utilizan para estudiar los mecanismos que ini-
cian y terminan la convulsién provocada por el
estimulo, pero estos mecanismos pueden ser
diferentes de los que inician las crisis espon-
téneas sin estimulos desencadenantes.

Los modelos de convulsiones crénicas es-
tudian los fendmenos que provocan la epilep-
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togénesis, como la excitotoxicidad, la plastici-
dad neuronal y la reorganizacién sinaptica, los
cambios en los canales i6nicos dependientes
de voltaje y en los receptores de los neuro-
transmisores, asi como la activaciéon de los
astrocitos. El kindling es el modelo de epilep-
sia mesial temporal mas popular, pero tiene
el inconveniente de que no presenta crisis
epilépticas espontaneas y deben provocarse
mediante estimulos.

Las epilepsias genéticas, como la de la rata
GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rat from
Strasburgh) o el ratén Lethargic, pueden utili-
zarse como modelos de las ausencias huma-
nas. La identificacién de canalopatias como
causa de algunas epilepsias genéticas ha
abierto la posibilidad de disponer de animales
en los que se han provocado estas mutacio-
nes para estudiar sus anomalias; el problema
es que el fenotipo de estas mutaciones en
los animales no siempre refleja el humano.!?
Las epilepsias genéticas han puesto de ma-
nifiesto que las anomalias en un gen pueden
producir diversos fenotipos epilépticos, y que
el mismo fenotipo epiléptico puede deberse a
mutaciones en diferentes genes.” Queda por
establecer si la respuesta al tratamiento se
asocia mejor al fenotipo (por ejemplo, tipo de
crisis) o al genotipo (por ejemplo, tipo de ca-
nalopatia).

En el disefio de un modelo de epilepsia
en animales es importante conseguir que la
eficacia en el modelo refleje la eficacia en la
epilepsia humana. En la actualidad no hay una
gran correspondencia entre ambas y, por ello,
se esta replanteando la clasificacion de las
crisis epilépticas para que contemple aspectos
fisiopatolégicos, sustrato anatémico, respues-
ta al tratamiento antiepiléptico, patréon EEG,
patrén de propagacién y consecuencias post-
ictales.!® Por ejemplo, se discute la distincién
entre una crisis focal simple y una compleja
(ya que puede ser dificil de valorar la pérdida
de conciencia), asi como la consideracién de
crisis generalizada, ya que no siempre se pue-
de identificar el lugar donde se inicia la crisis.?
De igual forma, la clasificacion en idiopaticas,
criptogénicas y sintométicas se va sustituyen-
do por genéticas y adquiridas, sin que las ge-

néticas se correspondan con las idiopaticas,
ya que las canalopatias pueden ser el sustrato
genético necesario para que se manifieste una
epilepsia adquirida.

Puesto que las epilepsias adquiridas pue-
den ser multifactoriales, es decir, la suma de
una agresién exogena y de una predisposicion
genética, se requieren nuevos modelos de ani-
males con predisposiciéon genética en los que
se provoque una epilepsia adquirida.3

Diagnéstico mediante estudios
electrofisiolégicos y de neuroimagen

El diagnostico y la tipificacién de la epi-
lepsia, asi como la localizacién del foco epi-
|éptico mediante el EEG o la neuroimagen,
son muy importantes para el tratamiento.
Aunque estos estudios se han desarrollado
directamente en humanos, la utilizacion de
modelos en animales puede contribuir a su
comprensién y aplicacién. Por ejemplo, los
fast ripples son oscilaciones breves de alta
frecuencia que podrian corresponder a multi-
ples cambios paroxisticos de despolarizacion
hipersincronos procedentes de areas capaces
de generar descargas epilépticas.!? Por tanto,
su deteccién permitiria diagnosticar la epilep-
sia, localizar el foco que la provoca y valorar
la respuesta al tratamiento. El problema es
que requiere métodos invasivos que pongan
en contacto el electrodo con el cerebro, por lo
que su estudio debe hacerse en animales. Se
necesita desarrollar una herramienta que per-
mita detectarlos en la practica clinica. Con
los mismos objetivos se esta estudiando la
magnetoencefalografia o una combinacion de
resonancia magnética funcional y EEG.3 Tam-
bién se estan investigando nuevas estrategias
electrofisiolégicas que avisen del comienzo
de una crisis y posibiliten tomar medidas que
la aborten.*

Los estudios de neuroimagen permiten
valorar aspectos estructurales, funcionales y
metabolicos del posible foco epiléptico. Los
modelos en animales permiten analizar aspec-
tos como el curso temporal. Por ejemplo, la
resonancia magnética se ha utilizado para re-
lacionar aspectos estructurales, como la proli-
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feracién de las fibras musgosas o los patrones
de displasia cortical, con la epileptogénesis.
Los estudios funcionales de tomografia de
emisioén de positrones con fluorodesoxigluco-
sa, basados en estudios en animales con au-
torradiografia 2DG, diferencian entre las crisis
con bajo y alto metabolismo. Otros trazadores,
como el a-metil triptéfano, se estan utilizando
como marcadores de la epileptogénesis. La
combinacién de EEG y resonancia magnética
funcional puede diferenciar entre las puntas
interictales que se originan en el foco de las
que se originan en otros lugares, contribu-
yendo a la localizaciéon del foco epiléptico.
También permiten valorar con mayor rapidez
la respuesta al tratamiento antiepiléptico, sin
tener que esperar a que se produzcan nuevas
crisis.?

Valoracién del efecto antiepiléptico

IDENTIFICACION DEL EFECTO ANTIEPILEPTICO
DE NUEVOS FARMACOS

Se ha hecho valorando su efecto en dos
modelos de convulsiones agudas: el electro-
chogue maximo y el pentilentetrazol. Inicial-
mente se considerd que la eficacia en el elec-
trochoque méaximo reflejaba la eficacia en las
convulsiones tonicoclénicas y las crisis focales
humanas, y que la eficacia en el pentilentetra-
zol reflejaba la eficacia en las ausencias hu-
manas. Sin embargo, en la Tabla | podemos
ver varios problemas de estos modelos:!516

— Hay farmacos, como el levetiracetam, que
no son eficaces en el electrochoque méxi-
mo ni en el pentilentetrazol.

— Hay farmacos, como la tiagabina y la viga-
batrina, que son eficaces en el pentilente-
trazol, pero empeoran las ausencias.

— Hay farmacos, como la tiagabina y la viga-
batrina, que no son eficaces en el electro-
choque méaximo y si lo son frente a crisis
focales.

Como consecuencia, se han introducido al-
gunos matices en el cribado de nuevos farma-
cos antiepilépticos (Fig. 1):

70

— EI modelo del electrochoque maéaximo se
considera que predice el efecto en las cri-
sis tonicoclénicas (ya que todos los que
son eficaces en este test tienen este efec-
to), pero no en las crisis focales, ya que la
tiagabina, la vigabatrina y el levetiracetam
son eficaces en las crisis focales y no lo son
en este modelo.

— El modelo del pentilentetrazol ha dejado de
considerarse un modelo antiausencias, ya
que el fenobarbital, la tiagabina y la viga-
batrina, que son eficaces en este modelo,
empeoran las ausencias.

— En caso de ineficacia en el modelo del elec-
trochoque méaximo y del pentilentetrazol, se
valora el efecto en las crisis psicomotoras
inducidas por estimulos de 6 Hz a 44 mA
durante tres segundos. Este modelo, que
mimetiza una crisis focal, detecta el efecto
del levetiracetam y del valproato, pero no
el de la fenitoina, la carbamacepina, la la-
motrigina y el topiramato, por lo que se ha
sugerido que puede detectar la eficacia en
epilepsias farmacorresistentes.

En caso de eficacia en cualquiera de los
tres modelos se valora el efecto sobre el kind-
ling hipocampal y sobre modelos de ausencias
como el de la y-butirolactona, las ratas GAERS
y los ratones Lethargic, que tienen un patrén
EEG punta-onda y predicen tanto el efecto
antiausencias como el efecto proausencias.
Ademas, suele valorarse su eficacia en los
modelos de la bicuculina (un antagonista del
receptor GABA,) y de la picrotoxina (un blo-
queante del canal de cloro de ese receptor),
asi como en los ratones Frings suceptibles a
crisis audiogénicas que son modelo de epilep-
sia refleja (Fig. 1).1516

El kindling refleja mejor la eficacia frente
a las crisis focales complejas, ya que todos
los antiepilépticos eficaces en estas crisis son
eficaces en este modelo, pero es un modelo
de epilepsia crénica mas caro y largo, lo que
limita su uso como primera opcién. De igual
forma, las epilepsias genéticas son también
demasiado caras para utilizarlas como primera
opcion en la identificacion de efectos antiepi-
|épticos. Se necesitan nuevos modelos senci-
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TABLA I. Correlacion entre la eficacia de los antiepilépticos en modelos de convulsiones en animales y la

eficacia en los humanos.!®

Eficacia en

convulsiones Eficacia en crisis
tonicoclénicas, miocldnicas, Eficacia Eficacia
Modelo ¢y focales? Jy ausencias? en ausencias en crisis focales
Electrochoque méaximo CBZ, FBM, GBP,
(extensién tonica) LTG, PB, PHT,
TPM, VPA, ZNS
Pentilentetrazol s.c. BZD, ESM, FBM,
(clonias) GBP, PB, TGB,
VGB, VPA
Modelos de patron BZD, ESM, LEV,
EEG punta-onda LTG, TPM, VPA
Kindling hipocampal BzD, CBZ, FBM,
GBP, LEV, LTG, PB,
PHT, TGB, TPM,
VGB, VPA, ZNS
Kindling en ratas FBM, GBP, LEV,
resistentes a la PHT LTG, TPM
Electrochoque de 6 Hz LEV, VPA

(crisis piscomotoras)

BZD: benzodiacepinas; CBZ: carbamacepina; ESM: etosuximida; FBM: felbamato; GBP: gabapentina; LEV:
levetiracetam; LTG: lamotrigina; PB: fenobarbital; PHT: fenitoina; TGB: tiagabina; TPM: topiramato; VPA:
valproato; VGB: vigabatrina; ZNS: zonisamida.

Electrochoque maximo y pentilentetrazol s.c.

l

Activo

]

Cuantificacion:

* DE,,

e Tiempo de efecto maximo

»
| 4

Inactivo

4— Activo ¢—

Test de 6 Hz

]

Diferenciacion:

¢ Bicuculina s.c.
¢ Picrotoxina s.c.

e Kindling

¢ Ratones susceptibles a crisis audiogénicas

|

Inactivo

|

Parar el estudio

Figura 1. Procedimiento utilizado para la identificacion del efecto antiepiléptico de nuevos farmacos en el pro-
grama de identificacion de nuevos antiepilépticos de la Universidad de Utah.®
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llos y eficaces que permitan detectar el efecto
antiepiléptico de cualquier nueva sustancia,
independientemente del tipo de crisis y del
mecanismo por el que actten. Otra posibili-
dad es utilizar pardmetros subrogados, como
el efecto sobre el fast ripple o el efecto sobre
el patron EEG-resonancia magnética funcional
comentados anteriormente.3

IDENTIFICACION DE ANTIEPILEPTICOS
PARA LAS EPILEPSIAS FARMACORRESISTENTES

Los modelos del electrochoque méaximo y
del pentilentetrazol siguen utilizdndose en la
identificaciéon de nuevos antiepilépticos (Fig.
1), y de hecho, la mayor parte de los antiepi-
Iépticos de primera y segunda generacién se
han detectado con ellos, independientemente
de su mecanismo de accién. Sin embargo, su
uso hace que se identifiquen farmacos efica-
ces en el mismo tipo de crisis y, por tanto,
siguen siendo ineficaces en las crisis habi-
tualmente resistentes. Se necesita cambiar de
estrategia y desarrollar farmacos que actlen
por nuevos mecanismos de accién, asi como
modelos en animales que valoren la eficacia
en las crisis farmacorresistentes.!21516

Por ejemplo, los modelos de la inhalacién
de fluoretilo, el kindlingy las convulsiones por
hipertermia e hipoxia neonatales, son intentos
de identificar farmacos que sean eficaces en
las convulsiones generalizadas infantiles.!®

El test de 6 Hz a 44 mA y el kindling re-
sistente a la fenitoina son ejemplos de mode-
los orientados a detectar antiepilépticos que
sean eficaces en las epilepsias resistentes a la
fenitoina. Las ratas resistentes a la fenitoina
son también resistentes a otros antiepilépti-
cos, pero siguen siendo sensibles al levetira-
cetam.?

La epilepsia inducida por status epiléptico
por pilocarpina o estimulacién de la amigda-
la tiene la ventaja, sobre el kindling, de que
presenta crisis espontaneas, y también se han
detectado poblaciones de animales sensibles
y resistentes a algunos antiepilépticos.!” Ade-
mas, estos modelos permiten estudios cruza-
dos para comparar la eficacia de dos antiepi-
Iépticos o de su asociacién.!®
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IDENTIFICACION DE FARMACOS
CON EFECTO ANTIEPILEPTOGENO

Los modelos en animales, como el kin-
dling, se han utilizado ampliamente para
valorar el efecto antiepileptégeno de los far-
macos. Por desgracia, en este modelo, la
eficacia del fenobarbital, el levetiracetam, el
topiramato y el valproato, no se corresponde
con la eficacia para prevenir la apariciéon de
epilepsia tras un traumatismo craneoencefali-
co.!® Otros modelos de epileptogénesis son la
epilepsia producida por status epiléptico por
pilocarpina o kainico, y la epilepsia producida
por traumatismo cerebral, pero se desconoce
si pueden extrapolarse a los humanos.'® Se
necesitan modelos en animales que permitan
predecir la eficacia antiepileptégena en los
humanos.®

En las epilepsias idiopaticas no parece
haber este proceso de epileptogénesis. Es
posible que el sustrato genético se ponga
de manifiesto en el momento del desarrollo
en que la maduracién del cerebro lo haga
especialmente sensible. Los estudios en
animales permiten analizar la influencia de
la maduracién cerebral en la aparicion de
las crisis.?

IDENTIFICACION DE FARMACOS
QUE EVITEN LAS CONSECUENCIAS DE LAS CRISIS

Se ha sugerido que las convulsiones pue-
den influir en la progresion de la epilepsia, su
resistencia al tratamiento o las alteraciones en
el comportamiento, el aprendizaje o la memo-
ria, que a su vez influyan en el desarrollo psi-
comotor. Estos efectos de las crisis son con-
trovertidos en los humanos por la dificultad
de su estudio. Parece que no se producen en
las epilepsias generalizadas idiopaticas y que
pueden existir en las generalizadas sintomati-
cas. A pesar de ello, se maneja el concepto de
encefalopatia epiléptica para indicar las alte-
raciones del comportamiento, la memoria y el
aprendizaje producidas por la epilepsia.>!® En
animales normales hay modelos, como el kin-
dling, que demuestran que las convulsiones
agravan la epilepsia, pueden afectar la memo-
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riay el aprendizaje, y producir alteraciones del
comportamiento que semejan alteraciones psi-
quiatricas, lo cual abre la posibilidad de iden-
tificar farmacos que las eviten.® Sin embargo,
estudios en animales epilépticos indican que
los efectos de las convulsiones sobre un cere-
bro normal no son los mismos que sobre un
cerebro epiléptico, lo que plantea la duda de
cudles de los efectos observados se deben a
las crisis y cuéales a los cambios neuronales,
de los canales iénicos y de los receptores que
producen la epilepsia.t®

IDENTIFICACION DE FARMACOS
QUE FINALICEN LAS CONVULSIONES

Con frecuencia, las crisis se autolimitan y
acaban, pero en otras ocasiones producen un
status epiléptico. Los mecanismos que abor-
tan la crisis pueden ser multiples y probable-
mente son diferentes en funcién del tipo de
crisis. La epilepsia parcial continua, que pue-
de durar de horas a afios, pone de manifiesto
que los mecanismos que terminan una crisis
pueden ser diferentes de los que impiden su
propagacién.® Se necesitan también modelos
que identifiqguen farmacos que finalicen las
crisis.

Interacciones de los antiepilépticos

Las interacciones de los antiepilépticos son
frecuentes y clinicamente relevantes. Influyen
en la respuesta al tratamiento y pueden ser
beneficiosas, pero también perjudiciales. Con
frecuencia obligan a modificar la dosis y, en
algunos casos, debe evitarse la asociacién de-
bido a sus posibles efectos secundarios. Las
interacciones pueden ser farmacocinéticas y
farmacodinamicas.

Interacciones farmacocinéticas

Producen un aumento o una disminucién
de las concentraciones séricas de otros an-
tiepilépticos y, como consecuencia, pueden
modificar sus efectos.?%?! Estas interaccio-
nes son variables y dificiles de predecir en

su intensidad y direccién. Por ejemplo, la
carbamacepina y el fenobarbital pueden au-
mentar y reducir las concentraciones de feni-
toina. Sus efectos beneficiosos o perjudicia-
les dependen de las concentraciones que se
estén manejando; por ejemplo, un aumento
de concentracion puede mejorar la eficacia si
era baja y producir toxicidad si era alta. Las
interacciones farmacocinéticas pueden con-
trolarse monitorizando las concentraciones
séricas de los antiepilépticos, y corregir su
influencia ajustando las dosis. En la Tabla Il
se resumen las principales interacciones far-
macocinéticas de los antiepilépticos descritas
en los humanos.??

Interacciones farmacodindmicas

Las interacciones farmacodinamicas no
modifican las concentraciones séricas sino la
sensibilidad, y por tanto el efecto que produ-
ce una determinada concentracion sérica. Se
deben, en gran parte, a la suma de los efectos
terapéuticos o toéxicos, relacionados con fre-
cuencia con su mecanismo de accion.

PRINCIPALES MECANISMOS DE ACCION
DE LOS ANTIEPILEPTICOS

Los principales mecanismos de accién de
los antiepilépticos son la inhibicién de los
canales de sodio y de los canales de calcio
T del talamo, la facilitacién del tono GABA,
y la inhibicién del tono glutamérgico, pero
también se han descrito otros mecanismos,
como la activacién de los canales de pota-
sio, la inhibicion de los receptores GABA; y
la inhibicién de los receptores glutamérgicos
AMPA/KA. Mas recientemente se ha descrito
que algunos antiepilépticos desarrollados en
funcién de un determinado mecanismo de ac-
cién (como la gabapentina o la pregabalina),
o de forma empirica (como el levetiracetam),
actuaban fijandose de forma especifica a la
subunidad o268 de los canales P/Q de calcio
0 a las proteinas de las vesiculas sinapticas
SV2A, respectivamente, lo que podria inhibir
la liberacién de neurotransmisores excitadores
como el glutamico (Tabla I11).2224
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TABLA Il. Interacciones farmacocinéticas de los antiepilépticos en humanos.??

Efecto sobre el nivel estable del antiepiléptico basal

Farmaco

afiadido CBZ ESM PB PHT VPA|GBP LEV LTG OHC PGB TGB TPM ZNS
CBz - Ww o ™Ml U { W \2 o W W u
ESM g - o LV ]|leo o o o ? ? ? ?
PB N N A A A Y R A~ R A A A
PHT VA T - Wl o 2 A \2 o W W W
VPA T T ™M o# - %) o M o o o 11 l#
GBP % g T @ - @ ? % ? ? @ ?
LEV %] %) g T @ @ - @ @ ? ? ? ?
LTG 2 TE? O @ @ l @ @ - @ ? ? @ @
0oXC LTE @ T ™M o ? 2 - ? ? { ?
PGB o 2 o @ o - ? ? ?
TGB o o o o ol 2 ? ? ? ? - ? ?
TPM o 2 o 1T ol]| 2 o ol © ? ? - ?
INS ol 7 o o o ? ? % ? ? ? ? -

CBZ: carbamacepina; ESM: etosuximida; GBP: gabapentina; LEV: levetiracetam; LTG: lamotrigina; OXC:
oxcarbacepina; PB: fenobarbital; PGB: pregabalina; PHT: fenitoina; TGB: tiagabina; TPM: topiramato; VPA:
valproato; ZNS: zonisamida. Una flecha indica cambios ligeros y dos flechas cambios importantes que requieren
ajuste de la dosis o monitorizacién de las concentraciones séricas. @ = sin cambios. TE = aumenta la 10,11-
epoxi-CBZ. # = aumentan la PHT y la TGB libre. ? = no hay datos o no son concluyentes.

RELACION ENTRE EL MECANISMO DE ACCION
Y LA EFICACIA

La relacion entre los mecanismos de ac-
cién y la eficacia en diferentes tipos de crisis
estd mal definida. La inhibicién de los cana-
les de sodio se corresponde con la eficacia en
las convulsiones tonicoclénicas generalizadas
y en las crisis focales, y la inhibicién del ca-
nal T de calcio en el tdlamo con la eficacia
frente a las ausencias. La correspondencia
entre la facilitacion gabérgica o la inhibicién
glutamérgica y la eficacia clinica es menos
clara; de hecho, algunos farmacos gabérgicos,
como la vigabatrina y la tiagabina, tienen un
espectro reducido frente a las crisis focales,
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similar al de los inhibidores de los canales de
sodio como la carbamacepina y la fenitoina,
mientras que las benzodiacepinas tienen un
espectro antiepiléptico mayor. Los farmacos
antiglutamérgicos son poco eficaces en las
crisis focales. EI amplio espectro de algunos
antiepilépticos, como el valproato, la lamotri-
gina, el topiramato y la zonisamida, puede de-
berse a que actlan por multiples mecanismos
(Tabla 111).22

ASOCIACIONES DE MECANISMOS
QUE PUEDEN SER BENEFICIOSAS

La etiopatogenia de la epilepsia y el me-
canismo de los antiepilépticos no se conocen
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tan bien como para basar la asociacién de an-
tiepilépticos en su mecanismo de accién. No
obstante, hay algunos datos que sugieren que
se puede conseguir un beneficio mayor con
la asociacion de un inhibidor de los canales
de sodio con un antiepiléptico con miltiples
mecanismos de accién, o con un farmaco ga-
bérgico, que asociando dos inhibidores de los
canales de sodio.

Por ejemplo, en una revisiéon de 107 estu-
dios de convulsiones en animales que incluian
536 interacciones, las asociaciones con ma-
yores efectos sinérgicos en mas experimentos
fueron, por orden: multiples mecanismos +
multiples mecanismos > gabérgico + gabérgi-
co > inhibidor de canales de sodio + gabérgico
> inhibidor de canales de sodio + multiples
mecanismos > dos inhibidores de canales de
sodio.?5%7

De igual forma, en una revisién de 39 es-
tudios clinicos sobre asociaciones de antie-
pilépticos se concluyé que la asociacion de
un inhibidor de los canales de sodio con un
farmaco con multiples mecanismos de accién
0 con un farmaco gabérgico parecia mas (til
que la asociacién de dos farmacos gabérgicos,
y ésta mas eficaz que la de dos inhibidores de
los canales de sodio.5%5

Por otra parte, debe tenerse en cuenta la
posibilidad de que los antiepilépticos tengan
un efecto antagdnico o una accién proconvul-
sionante que resulte perjudicial. Por ejemplo,
las ausencias y las mioclonias son empeora-
das por algunos inhibidores de los canales de
sodio, como la carbamacepina, la oxcarbace-
pina y la fenitoina, y por algunos antiepilépti-
cos que aumentan la concentracién de GABA,
como la gabapentina, la tiagabina y la viga-
batrina, debido a que este GABA puede esti-
mular receptores GABA, que aumentan la hi-
perpolarizacién de las neuronas del tdlamo.?®
Por ello, se recomienda evitar estos farmacos
en las epilepsias generalizadas idiopaticas y
se prefiere asociar antiepilépticos con meca-
nismos multiples.

Ademads, algunas asociaciones aumen-
tan la eficacia, pero también la toxicidad.
Por ejemplo, los inhibidores de los canales
de sodio (como fenitoina, carbamacepina y
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lamotrigina) producen alteraciones neurol6-
gicas que son aditivas, y los farmacos gabér-
gicos (como benzodiacepinas y fenobarbital)
producen efectos sedantes que también son
aditivos. En estos casos, la toxicidad puede
aumentar mas que la eficacia o contrarrestar
el beneficio de la mayor eficacia.

ASOCIACIONES FARMACODINAMICAS BENEFICIOSAS
Y PERJUDICIALES

Se han sugerido diversas interacciones far-
macodinamicas de antiepilépticos:!0:21:22.29

1) Beneficiosas: mayor eficacia en crisis par-
ciales de benzodiacepinas + fenobarbital +
fenitoina, de carbamacepina + fenitoina +
fenobarbital, de carbamacepina + valproa-
to, de lamotrigina + valproato, de carba-
macepina + vigabatrina y de valproato +
vigabatrina; y mayor eficacia antiausencias
de valproato + etosuximida, de valproato +
clonazepam y de valproato + lamotrigina.

2) Perjudiciales: en general, la frecuencia de
reacciones adversas es mayor cuando los
antiepilépticos se utilizan en politerapia
que en monoterapia. En concreto, la som-
nolencia es mas frecuente cuando se aso-
cian antiepilépticos sedantes, como el fe-
nobarbital y la primidona, con benzodiace-
pinas, y la toxicidad neurolégica es mas
frecuente al asociar fenitoina, lamotrigina
o levetiracetam con carbamacepina y en
ocasiones con oxcarbacepina. Otras posi-
bles interacciones son el riesgo de status al
asociar valproato con clonazepam, de exan-
temas y temblor al asociar valproato con
lamotrigina, y de encefalopatia al asociar
valproato con fenobarbital. También pue-
de aumentar la frecuencia de reacciones
adversas idiosincraticas; por ejemplo, la
hepatotoxicidad del valproato en nifios me-
nores de 2 afios es menor en monoterapia
que en asociacion con inductores. Ademas,
pueden producirse reacciones adversas di-
ferentes; por ejemplo, se han descrito tres
casos de corea en pacientes con fenitoina
+ lamotrigina, que desaparecié al suprimir
cualquiera de los dos.
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Problemas del estudio
de las interacciones farmacodinamicas

La interaccién farmacodinamica puede ser
aditiva (equivalente a la suma de los efectos de
los dos farmacos en monoterapia), supraaditi-
va o0 sinérgica (mayor que la suma de los dos),
infraaditiva o antagénica (menor que la suma
de los dos) o indiferente, tanto para la eficacia
antiepiléptica como para la neurotoxicidad.

A su vez, la interaccién puede ser beneficio-
sa cuando la eficacia aumenta mas que la toxi-
cidad, neutra cuando aumentan tanto la efica-
cia como la toxicidad, y perjudicial si la eficacia
aumenta menos que la toxicidad.

Los estudios sobre las interacciones farma-
codindmicas de los antiepilépticos deben tener
varios objetivos, que no siempre es posible con-
seguir:4+30

— Demostrar que la interaccién es sinérgica,
aditiva, antagonica o indiferente. Se puede
valorar con métodos isobologréficos, la frac-
cién de la dosis eficaz o la influencia de una
dosis baja de un antiepiléptico sobre la curva
dosis-efecto de otro.

— Demostrar que la asociacién de antiepilép-
ticos es beneficiosa, neutra o perjudicial.
Para ello debe analizarse simultdneamente el
efecto sobre la eficacia y sobre la toxicidad,
y demostrar que el aumento de la eficacia es
mayor que el de la toxicidad, es decir, que el
indice terapéutico de la asociacién es mayor
que los indices terapéuticos en monoterapia.

— Demostrar que el efecto observado no puede
atribuirse a una interaccién farmacocinética,
valorando si existen interacciones farmaco-
cinéticas que lo justifiquen. Para descartar
las interacciones farmacocinéticas se pue-
den determinar las concentraciones séricas,
o preferiblemente las concentraciones cere-
brales, y expresar los resultados farmacodi-
namicos como curva concentracién cerebral-
efecto en lugar de como curva dosis-efecto.

Estudios clinicos

La mayor parte de los estudios clinicos so-
bre asociaciones de antiepilépticos presentan

problemas metodolégicos que dificultan la
interpretacion de sus resultados. En la prac-
tica clinica es muy dificil realizar estudios
isobolograficos para asegurar que la interac-
cién es supraaditiva, aditiva o infraaditiva, y
no se pueden determinar las concentraciones
cerebrales para descartar una interaccion far-
macocinética. En todo caso, lo importante en
la clinica es demostrar que una asociacién
de dos antiepilépticos es beneficiosa, es de-
cir, que aumenta la eficacia sin aumentar la
toxicidad, o reduciéndola, respecto a ambos
antiepilépticos en monoterapia, y que este
efecto no es atribuible a un aumento de las
concentraciones séricas que se hubiera podi-
do conseguir incrementando la dosis. Por ello,
aunque la variable principal sea la mejoria de
la eficacia, debe demostrarse también que no
hay un aumento de la toxicidad y que no hay
un aumento de las concentraciones séricas
que explique la mayor eficacia.*6:30:31

El ensayo ideal consistiria en administrar,
de forma aleatorizada, a pacientes tratados
con un antiepiléptico A que no interactie con
los antiepilépticos B y C a estudiar, el antie-
piléptico B, el antiepiléptico C o la asociacion
B+C. También se consideran 6ptimos los en-
sayos en pacientes resistentes al tratamiento
sucesivo con dos antiepilépticos en monote-
rapia a las maximas dosis toleradas (es de-
cir, justo por debajo de la dosis que produce
efectos adversos persistentes), en los que se
prueba la asociacién de ambos antiepilépti-
COS.29'30

Estudios en animales

Hay seis antiepilépticos de primera gene-
racion y once de segunda generacion (Tablas
Iy 1l1), por lo que el nimero de biterapias
posibles es muy alto y puede seguir creciendo
cuando se comercialicen los nuevos antiepi-
|épticos en desarrollo. Los estudios en ani-
males pueden dar una orientacién sobre las
asociaciones que deberian estudiarse en en-
sayos clinicos. En todo caso, en las revisiones
de los estudios de asociaciones en animales y
humanos puede verse que aunque los efectos
de algunas asociaciones coinciden, por ejem-
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plo el efecto beneficioso de la asociacion de
lamotrigina y valproato, en otros casos no es
asi.*?52632 Debe tenerse en cuenta que los
animales tienen caracteristicas farmacociné-
ticas diferentes, que los modelos de convul-
siones no siempre reflejan los efectos en las
epilepsias humanas y que la mayor parte de
los estudios en animales son agudos, mientras
que los tratamientos en la epilepsia humana
son crénicos, con la posibilidad de que se pro-
duzcan efectos inductores o inhibidores sobre
enzimas y transportadores. Por ello, los datos
obtenidos en animales deben analizarse con
precaucién y confirmarse en humanos.

METODO ISOBOLOGRAFICO

Para valorar las interacciones farmacodi-
namicas se pueden utilizar diferentes proce-

dimientos.3° EI método que mejor objetiva si
una interaccién es supraaditiva, aditiva o in-
fraaditiva es el isobolografico (Fig. 2).6:26:30.32
Este método puede aplicarse también para
valorar un conjunto de datos individuales y
la DE,, de las monoterapias y de la combi-
nacién, siempre que en las dosis crecientes
de los dos farmacos se mantenga una pro-
porcién constante. El método isobolografico
se ha utilizado especialmente para valorar la
eficacia, pero por si mismo no valora el efecto
sobre el indice terapéutico ni, por tanto, si la
interaccion es beneficiosa o perjudicial. Seria
erréneo concluir que una asociacién puede ser
beneficiosa porque sea supraaditiva para la
eficacia. Se debe estudiar por separado la in-
teraccién sobre la eficacia y sobre la toxicidad,
considerando que la interaccién es beneficio-
sa cuando es supraaditiva sobre la eficacia y

DEsp

Dosis o concentraciéon del farmaco B
1/2 DEs,

Supra

X Infraaditiva

1/2 DEs DEs,
Dosis o concentracion del farmaco A

Figura 2. Método isobologréfico. Interaccion aditiva: si se representa en abscisas la dosis del farmaco A que
produce un determinado efecto (por ejemplo, la DE,, que produce la mitad del efecto maximo) y en ordenadas la
dosis del farmaco B que produce ese mismo efecto y se unen con una linea, el efecto que produciran ¥ DE,, de
A+ % DE,,de B (0 % de A + % de B) quedara en dicha linea. Cuando la interaccién es supraaditiva o sinérgica
bastard una dosis total menor (por ejemplo, % de la DE,, de A + % de la DE., de B) para producir el mismo
efecto, por lo que la DE,, de la asociacién A+B a una determinada proporcion (por ejemplo de 1:1) quedara por
debajo de la linea aditiva. Cuando la interaccion es infraaditiva o antagénica se necesitard una dosis total mayor
(por ejemplo, % de la DE,, de A + % de la DE,, de B) para conseguir el mismo efecto, por lo que la DE,, de la
asociaciéon A+B a una determinada proporcion (por ejemplo de 1:1) quedara por encima de la linea aditiva.
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aditiva o infraaditiva sobre la toxicidad. Por
este procedimiento se ha demostrado en ani-
males que son beneficiosas las asociaciones
de lamotrigina + topiramato,3? de gabapentina
+ oxcarbacepina®? y de levetiracetam + carba-
macepina, oxcarbacepina o topiramato.3*

METODO DE LA FRACCION DE LA DOSIS EFICAZ 50

La fraccién de la dosis eficaz 50 (FDE)
es la suma del cociente de la dosis eficaz 50
del farmaco A en asociacién (DE, (A+B)) y
en monoterapia (DE_ A) y del cociente de la
dosis eficaz 50 del farmaco B en asociacion
(DE,,(B+A)) y en monoterapia (DE, B):

DE, (A+B) DE,,(B+A)
DE_,A DE,,B

FDE =

En este método se considera que una FDE
entre 0,7 y 1,3 es aditiva, una FDE menor de
0,7 es supraaditiva o sinérgica, y una FDE ma-
yor de 1,3 es infraaditiva o antagdnica.3® Igual
que en el método isobologréfico, la FDE no
valora los efectos sobre el indice terapéutico.
Para saber si una interaccién es beneficiosa
o perjudicial se debe estudiar la interaccién
sobre la eficacia y sobre la toxicidad, conside-
rando que la interaccion es beneficiosa cuan-
do es supraaditiva sobre la eficacia y aditiva o
infraaditiva sobre la toxicidad. De esta forma
se ha concluido que pueden ser beneficiosas
las asociaciones de valproato + etosuximida
y de valproato + carbamacepina o fenitoina,
porque la eficacia aumenta méas que la toxi-
cidad, y que no tiene ventaja la asociacion
de fenobarbital con valproato o carbamacepi-
na porque la eficacia aumenta menos que la
toxicidad. En la asociacién de fenobarbital y
fenitoina la eficacia aumenta aditivamente y
la toxicidad infraaditivamente, pero el indice
terapéutico de la fenitoina en monoterapia es
mayor que el de la asociacién.*?5

INFLUENCIA DE UNA DOSIS BAJA
SOBRE LA CURVA DOSIS-EFECTO

Un tercer procedimiento consiste en admi-
nistrar el fa&rmaco A en presencia de una dosis

baja (que no llega a producir ningln efecto)
del farmaco B y comparar la DE, del farma-
co A en monoterapia y en asociacién. Esto se
puede hacer bidireccionalmente (influencia de
A sobre B y de B sobre A), y tanto sobre la
eficacia como sobre la toxicidad, para valorar
la influencia de la interaccién sobre el indice
terapéutico.3® De esta forma se ha descrito
que son beneficiosas la asociacién de felba-
mato con fenitoina, valproato, carbamacepina
o fenobarbital,® y la asociacién de valproato +
lamotrigina,3¢ lamotrigina + felbamato,® val-
proato + felbamato3® y valproato + vigabatri-
na.’°

La disminucion de la DE,, en este mode-
lo indicaria un efecto supraaditivo, ya que la
suma de O y un nimero no deberia ser ma-
yor que ese numero. Sin embargo, dado que
la curva dosis-efecto es sigmoide, es posible
que la suma de 10 mg/kg y 50 mg/kg pro-
duzca el efecto de 60 mg/kg incluso cuando
10 mg/kg no produzcan efecto. Por ello, es
posible que el efecto sea meramente aditi-
vo. Independientemente de que este modelo
demuestre o no que un efecto es aditivo o
supraaditivo, resulta especialmente (til des-
de el punto de vista clinico, porque permite
valorar el efecto sobre el indice terapéutico y,
por tanto, si una interaccion puede ser bene-
ficiosa o perjudicial.3®

VALORACION DE LAS POSIBLES INTERACCIONES
FARMACOCINETICAS

Para descartar las interacciones farmaco-
cinéticas se pueden utilizar diferentes pro-
cedimientos. Como primera aproximacion
se pueden determinar las concentraciones
séricas o cerebrales de los antiepilépticos
implicados para ver si la asociacién de un
antiepiléptico modifica las concentraciones
del otro. Si hay una interaccién farmacociné-
tica se pueden expresar los resultados como
curvas de concentracién cerebral-efecto
en lugar de como curvas dosis-efecto. Por
ejemplo, en un estudio isobolografico de la
interaccion de la asociacion fenitoina + feno-
barbital se demostré un efecto supraaditivo,
pero puesto que el fenobarbital aumentaba
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las concentraciones cerebrales de la fenitoi-
na, el estudio de las curvas de concentracién
cerebral-efecto en lugar del de las curvas do-
sis-efecto indicé que la interaccién era sola-
mente aditiva.®°

Un estudio de interacciones
farmacodinamicas

Objetivo

Identificar en el ratén asociaciones de an-
tiepilépticos con un perfil favorable, es decir,
que mejoren la eficacia mas que la toxicidad,
como referencia inicial para el estudio de posi-
bles asociaciones en ensayos clinicos.

Métodos

Se han estudiado las interacciones dos a
dos de un antiepiléptico de primera genera-
cién de amplio espectro (valproato), dos an-
tiepilépticos de segunda generacién de amplio
espectro (felbamato y lamotrigina) y dos antie-
pilépticos de segunda generacién de espectro
reducido (gabapentina y vigabatrina).

El estudio se realizé en ratones CD-1 (Char-
les-River), machos, adultos, de 20 a 28 gra-
mos, estabulados al menos siete dias antes de
su utilizacién en condiciones ambientales de
luz-oscuridad y una temperatura de 19 a 24
°C, con agua y comida ad /libitum, en grupos
de 25 ratones por caja.

En primer lugar se estudio, en grupos de
al menos ocho ratones, la influencia de aso-
ciar una dosis baja e ineficaz de un antiepi-
|éptico sobre el efecto anticonvulsionante de

dosis crecientes de un segundo antiepiléptico
en tres modelos de convulsiones agudas (Ta-
bla IV):

— 4-aminopiridina: bloqueante de los canales
de potasio dependientes del voltaje que
produce efectos similares a los del electro-
choque maximo. El efecto sobre la exten-
sién ténica de las patas posteriores refleja
la eficacia frente a las convulsiones tonico-
clénicas generalizadas.

— Pentilentetrazol: bloquea el canal de cloro
del receptor GABA,. El efecto sobre el clo-
nus refleja el efecto antimioclénico.

— Picrotoxina: blogueante del canal de cloro
del receptor GABA,. Se considera un mo-
delo de convulsiéon antigabérgica.

En las asociaciones en que se observd
un aumento significativo de la potencia anti-
convulsionante respecto a la monoterapia se
estudié, en grupos diferentes de ratones, la
neurotoxicidad mediante el test del rotarod,
expresada como la incapacidad de mantener
el equilibrio durante un minuto en tres inten-
tos en un rotarod de 3 cm a 6 rpm.

También se determinaron las concentra-
ciones de los antiepilépticos en cerebro total
(para descartar que las interacciones tuvieran
un origen farmacocinético) y las concentra-
ciones de GABA y glutdmico en cerebro to-
tal (para analizar su relacién con los efectos
anticonvulsionantes). Las concentraciones
de los antiepilépticos en cerebro total se de-
terminaron mediante inmunoanalisis de fluo-
rescencia polarizada (valproato) o mediante
cromatografia liquida (felbamato, lamotrigina
y vigabatrina). Las concentraciones de GABA

TABLA |V. Caracteristicas de los modelos de convulsiones agudas utilizados.

DE,, Via de Periodo de
Modelo (mg/kg) administracion Parametro convulsivo observacion
4-aminopiridina 14 s.C. Extension ténica de miembros 30 min
posteriores
Pentilentetrazol 110 s.C. Clonus de 5 segundos 30 min
Picrotoxina 4.5 s.C. Clonus de 5 segundos 60 min
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TABLA V. Caracteristicas de los antiepilépticos utilizados.

Dosis Tiempo
Via de anticonvulsionante neurotdxica de méximo

Antiepiléptico administracion (mg/kg) (mg/kg) efecto
Felbamato p.o. 12,5 a 600 160 a 2000 120 min
Gabapentina p.o./i.p. 50 a 1000 500 a 1000 90 min
Lamotrigina p.o. 1,5a65 20 a 80 60 min
Valproato i.p. 75 a 450 225 a 600 20 min
Vigabatrina i.p. 50 a 2000 1000 a 3000 240 min
y glutdmico en cerebro total se determinaron Resultados

mediante cromatografia liquida.

El estudio de la eficacia anticonvulsionan-
te, de la neurotoxicidad y de las concentracio-
nes cerebrales se hizo de 9 a 14 horas y en el
tiempo de maximo efecto de cada antiepilépti-
co. La via, el intervalo de dosis anticonvulsio-
nantes y neurotéxicas, y el tiempo de maximo
efecto, se indican en la Tabla V.

La administracién del convulsionante se hizo
por via subcutaneay la de los antiepilépticos por
via oral o intraperitoneal, todos en volimenes de
aproximadamente 0,01 ml por gramo de peso.

La DE,,, la DT, la potencia relativa (DE,,
en monoterapia/DE, en asociacion) y su signi-
ficacién se calcularon mediante el método de
Litchfield-Wilcoxon. Tras calcular el indice te-
rapéutico (DT, /DE,,) y el cociente terapéutico
(indice terapéutico en asociacién/indice tera-
péutico en monoterapia) se consideraron bene-
ficiosas las asociaciones cuyo cociente terapéu-
tico fue mayor de uno y perjudiciales aquellas
en que este cociente fue menor de uno.

En la Tabla VI se indican los efectos de
cada antiepiléptico en monoterapia en los di-
ferentes modelos de convulsiones y en el rota-
rod. En los casos en que se observé un efecto
sigmoide completo se indica la DE_, o la DT,.
En los casos en que se observé un efecto par-
cial se indica el efecto maximo parcial. Los
modelos seleccionados fueron mas adecuados
para valorar los efectos del valproato, el felba-
mato y la lamotrigina que los de la gabapenti-
nay la vigabatrina.

En la Tabla VIl se indican la DE,; y la DT,
del felbamato, la lamotrigina y el valproato en
monoterapia y en asociaciéon con una dosis
baja de los otros antiepilépticos, asi como su
significaciéon. También se indican los cambios
producidos en las concentraciones cerebrales
del antiepiléptico, del GABA y del glutdmico ex-
presadas como intervalo de cambio observado
para las tres dosis estudiadas y su significa-
cion. En la Fig. 3 puede verse como ejemplo la

TABLA VI. Efectos de cada antiepiléptico en monoterapia en cada modelo.

DE,, (mg/kg)

DT,, (mg/kg)

4-aminopiridina Pentilentetrazol Picrotoxina Rotarod
Felbamato 96 Parcial (30%) 1150
Gabapentina Parcial (20%) Parcial (42%) 288 Sin efecto
Lamotrigina 12 Sin efecto — 54
Valproato 340 283 395
Vigabatrina No Parcial (29%) Parcial (60%) 1670
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influencia de una dosis baja de lamotrigina so-
bre los efectos y las concentraciones cerebra-
les del valproato. En la Tabla VIII se presentan
como ejemplo las DE, y las DT, las potencias
relativas y su significacion, los indices terapéu-
ticos y los cocientes terapéuticos, de la asocia-

cion de una dosis baja de lamotrigina con dosis
crecientes de valproato y de una dosis baja de
valproato con dosis crecientes de lamotrigina.
En la Tabla IX se muestran las asociaciones
beneficiosas y perjudiciales observadas, espe-
cificando el indice terapéutico en monoterapia

TABLA VII. Influencia de la asociacién de una dosis baja de otros antiepilépticos sobre la dosis eficaz 50
(4-aminopiridina, pentilentetrazol o picrotoxina) o la dosis téxica 50 (rotarod) de cada antiepiléptico.

Felbamato Monoterapia + Gabapentina  + Lamotrigina + Vigabatrina + Valproato
4-aminopiridina 96 64 53?2 118 502
Pentilentetrazol 100 29 91 — 67
Rotarod 1150 538 908 — 348
Concentracion — -16°a+17%  -37°a-10% — -15% a +6%
cerebral

Concentracién o o/b b o/b
de GABA -4 a+3% -2 a+34% +19%a +65%
Concentracion &a+l%  -3a+25%" 4 2 +26%
de glutamico

Lamotrigina Monoterapia + Felbamato  + Gabapentina  + Vigabatrina + Valproato
4-aminopiridina 12,3 2,82 — 13,9 6,3°
Rotarod 54,1 443 — — 43,7
Concentracion — -12 a +6% — -35°a-29%"  +7 a +35%"

cerebral

Concentracién
de GABA

Concentracién

-33%a +51%"

— +223°a +365%° -8 a+76%"

de glutamico -9 a +23%° — -22°a-15% +2 a +14%°
Valproato Monoterapia + Felbamato  + Gabapentina  + Lamotrigina + Vigabatrina
4-aminopiridina 350 218° — 1742 —
Pentilentetrazol 205 211 — 110° 1267
Picrotoxina 282 — — — 262
Rotarod 395 357 — 416 423
Concentracion _ 4a+2% _ 11a45%  -1la+2%

cerebral

Concentracién

J— _Qb Oob
de GABA 8 a +34%

Concentracién

—_ _7b o0
de glutamico 7% a +12%

— +21°a +39%° +48°a +72%"

— -5a+7% -13*a +2%

aCambio de la DE, estadisticamente significativo por el método de Litchfield y Wilcoxon.
®Cambios en la concentracion cerebral estadisticamente significativos.
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Figura 3. A la izquierda: curvas dosis-efecto del acido valproico en el tonus por 4-aminopiridina (A) y en el
clonus por pentilentetrazol (B), y curva dosis-neurotoxicidad en el rotarod (C) tras dosis Unicas crecientes de
valproato en monoterapia (VPA en trazo continuo) y en asociacion con una dosis baja de lamotrigina (LTG) de 5
mg/kg en el modelo de la 4-aminopiridina, y de 1,5 mg/kg en el modelo del pentilentetrazol (VPA + LTG en trazo
discontinuo). A la derecha: influencia de asociar 5 mg/kg de lamotrigina a dosis tnicas crecientes de valproato
sobre la concentracién de valproico (D), de GABA (E) y de glutamico (F) en cerebro total. Los efectos se estu-
diaron en ratones CD1 en el tiempo de maximo efecto (a los 20 minutos de la administracién intraperitoneal del
valproato). **p <0.01 frente a la misma dosis en monoterapia. Los datos son la media + el error estandar de la
media. p: significacion entre el control y la dosis baja de lamotrigina.3®

83



APORTACIONES DE LOS ESTUDIOS FUNCIONALES A LA INVESTIGACION FARMACOLOGICA BASICA

y en asociacion, el cociente terapéutico y el
efecto sobre las concentraciones cerebrales
del antiepiléptico. Se identificaron nueve aso-
ciaciones beneficiosas (cinco en el modelo de
la 4-aminopiridina, tres en el del pentilente-
trazol y una en el de la picrotoxina) y cinco
perjudiciales (dos en el modelo de la 4-ami-
nopiridina y tres en el del pentilentetrazol). La
mayor parte de las asociaciones beneficiosas
se observaron con el valproato, seguido de la
lamotrigina y el felbamato.

Ninguna de las asociaciones beneficiosas
se explicé por interacciones farmacocinéticas.
La gabapentina, la lamotrigina y el valproato
redujeron las concentraciones cerebrales del
felbamato, y la vigabatrina redujo las de la la-
motrigina, lo que refuerza la naturaleza farma-
codindmica de las interacciones. El felbamato
y el valproato aumentaron puntualmente las
concentraciones cerebrales de lamotrigina,
por lo que no puede descartarse que parte del
aumento en los efectos de la lamotrigina se
haya debido a un aumento de sus concentra-
ciones cerebrales (Tabla VII).

Respecto a los cambios neuroquimicos, se
observé un aumento del GABA cerebral al afa-
dir valproato al felbamato, al afiadir vigabatrina
a la lamotrigina y al afadir lamotrigina y viga-
batrina al valproato, lo que podria explicar al
menos en parte la potenciacion del efecto an-
ticonvulsionante. En algunos casos se vio una
disminucién de las concentraciones de gluta-
mico, pero no fueron consistentes (Tabla VII).

Conclusiones

— Ha sido més frecuente que aumenten los
efectos anticonvulsionantes que los neu-
rotéxicos, por lo que también ha sido mas
frecuente observar asociaciones potencial-
mente beneficiosas que perjudiciales.

— Nuestro estudio ha identificado nueve aso-
ciaciones de antiepilépticos en las cuales
una dosis baja de un antiepiléptico aumen-
ta el indice terapéutico de otro, cinco en
el modelo de la 4-aminopiridina, tres en el
modelo del pentilentetrazol y una en el mo-
delo de la picrotoxina.

TABLA VIII. Influencia de una dosis baja de lamotrigina sobre los efectos anticonvulsionantes y neurotéxicos
de dosis Unicas crecientes de valproato, y viceversa, en ratones CD1.3¢

DE,, (mg/kg) DT,, (mg/kg) IT (DT,/DE,,)
Grupos 4-AP PTZ Rotarod 4-AP PTZ
A) Influencia de una dosis baja de lamotrigina sobre dosis crecientes de valproico

VPA 350 (318-384) 205 (171-244) 395 (329-474) 1,1 1,9
VPA + LTG 174 (128-237) 110 (78-154) 416 (329-525) 2,4 3,8
PR [VPA/(VPA+LTG)] 2,0(1,5-2,8) 1,9(1,3-2,7) 1,0 (0,7-1,3)

CT [(VPA+LTG)/VPA] 2,2 2,0
B) Influencia de una dosis baja de valproico sobre dosis crecientes de lamotrigina

LTG 12 (10-16) — 54 (43-68) 4,4 —

LTG + VPA 6 (4-9) — 44 (40-48) 7,3 —

PR [LTG/(LTG+VPA)] 2,1(1,3-3,4)¢ 1,2 (1,0-1,6)

CT [(LTG+VPA/LTG] 1,7 —

4-AP: 4-aminopiridina; CT: cociente terapéutico o cociente del indice terapéutico en asociaciéon dividido
por el indice terapéutico en monoterapia; LTG: lamotrigina; IT: indice terapéutico; PR: potencia relativa;
PTZ: pentilentetrazol; VPA: valproato. Los datos son la mediana y el intervalo de confianza del 95%.

2p <0.05 por el método de Litchfield y Wilcoxon.
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TABLA IX. Efectos de las asociaciones de antiepilépticos sobre el indice terapéutico y las concentraciones

cerebrales.
Antiepiléptico Cociente Concentraciones
) ) terapéutico cerebrales del
A dosis A dosis Indice terapéutico Indice terapéutico (asociacién/ antiepiléptico a
crecientes baja en monoterapia en asociacion monoterapia) dosis crecientes
1) ASOCIACIONES EN LAS QUE AUMENTA EL INDICE TERAPEUTICO
a) En el modelo de la 4-aminopiridina:
Felbamato + Lamotrigina® 12,0 17,1 1,4 D
Lamotrigina + Felbamato® 4.4 15,7 3,6 SCS
Lamotrigina + Valproato? 4.4 7,3 1,7 A?
Valproato + Felbamato® 1,1 1,6 1,5 SCS
Valproato + Lamotrigina? 1,1 2,4 2,2 SCS
b) En el modelo del pentilentetrazol:
Felbamato + Gabapentina 11,5 18,4 1,6 D?
Valproato + Lamotrigina® 1,9 3,8 2,0 SCS
Valproato + Vigabatrina® 1,9 3,2 1,7 SCS
c) En el modelo de la picrotoxina:
Valproato + Vigabatrina® 1,4 1,6 1,1 SCS
2) ASOCIACIONES EN LAS QUE DISMINUYE EL [NDICE TERAPEUTICO
a) En el modelo de la 4-aminopiridina:
Felbamato + Gabapentina 12,0 8,3 0,69 D?
Felbamato + Valproato® 12,0 7,0 0,81 D?
b) En el modelo del pentilentetrazol:
Felbamato + Lamotrigina® 11,5 10,0 0,87 D
Felbamato + Valproato® 11,5 5,2 0,45 D?
Valproato + Felbamato® 1,9 1,7 0,89 SCS

A: aumenta; D: disminuye; SCS: sin cambios significativos; ? cambios significativos a unas concentraciones

pero no a otras (ver Tabla VII). °Ref. 36. "Ref. 37. °Ref.38. “Ref.39.

— Las asociaciones beneficiosas se observa-
ron mas con los antiepilépticos de amplio
espectro (valproato, lamotrigina y felbama-
to) que con los de espectro reducido (gaba-
pentina y vigabatrina).

Nuestros resultados sugieren que los an-
tiepilépticos de amplio espectro, como el val-
proato y la lamotrigina (y el felbamato si se
desarrollan derivados sin toxicidad), pueden

ser mas adecuados para utilizar en asociacién
que los de espectro reducido, y que el modelo
de la 4-aminopiridina parece adecuado para
detectar asociaciones beneficiosas.
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J. Sautés: ;No os interesaria determinar las
concentraciones cerebrales en una region
especifica?

J.A.

Armio: Lo hemos realizado en cerebro to-

tal. Aunque no es un método aceptado des-

de el punto de vista de los neurotransmiso-
res, si lo es para medir las concentraciones
cerebrales de los antiepilépticos. Nos permi-
te realizar un cribado inicial que nos da una
primera orientacién, pero luego es necesario
realizar un andlisis mas especifico.

87



APORTACIONES DE LOS ESTUDIOS FUNCIONALES A LA INVESTIGACION FARMACOLOGICA BASICA

F. Perez-Vizcaino: ;En qué se diferencian los
dos posibles métodos del andlisis isobolo-
grafico?

J.A. Armuo: En el primero se puede utilizar
cualquier proporcion de dosis de los dos far-
macos; en el otro, la DE,;de la asociacion
de farmacos se tiene que establecer mante-
niendo la misma proporcién, por ejemplo la
que haya entre las DE,, de los dos farmacos,
para toda la curva dosis-efecto.

C. GoicoecHeA: ;jPodriamos pensar que estas
asociaciones también podrian ser beneficio-
sas en modelos de dolor crénico?

J.A. Armiso: No puedo asegurar que sea tras-
ladable al dolor. Si os fijais, ni los modelos
ni las asociaciones estan demasiado rela-
cionados con el mecanismo de accién. Mi
conclusién no ha sido que los antiepilépti-
cos con miultiples mecanismos de accién
puedan ser mas Utiles para utilizarlos en
asociaciones, sino mas bien los de amplio
espectro antiepiléptico. Estamos entremez-
clando dos conceptos diferentes: la posi-
bilidad de beneficio en funcién de meca-
nismos de acciéon complementarios y las
asociaciones de farmacos que consiguen
un beneficio mediante diferentes mecanis-
mos.

F. BoscH: Si la Unica asociacion beneficiosa
que se repite en los diferentes modelos es la
de valproato-lamotrigina, ;a qué crees que
podria deberse esta clara dependencia de
los resultados en funcion del modelo expe-
rimental empleado?
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J.A. Armuo: Esta claro que los tres modelos
no son perfectos para todos los antiepilépti-
cos. De hecho, hemos visto que hay algunos
farmacos que tienen un efecto parcial. Aun
asi, es interesante ver que los farmacos que
a dosis bajas aumentan los efectos de otros
farmacos como el felbamato, la lamotrigina y
el valproato, frecuentemente son de amplio
espectro. Incluso hemos observado asocia-
ciones beneficiosas, como la de la vigaba-
trina, que aumenta el efecto del valproato,
sin que ésta ejerza ninglun efecto sobre el
modelo del pentilentetrazol.

A. Bapia: ;A qué te refieres con dosis toéxica
507 ;Tiene alguna relacién con la interpreta-
cién que hariamos de forma similar a dosis
letal 507

J.A. ArRmuo: No, se refiere a la dosis neurotoxi-
ca 50 expresada por la incapacidad de los
ratones de mantener el equilibrio durante un
minuto en un rotarod.

A. Bapia: En las curvas dosis-respuesta que
nos has mostrado (Fig. 3) se observa una fal-
ta de paralelismo que quiza podria deberse a
diferencias en el mecanismo de accién.

J.A. Armuo: Si, aunque creo que tiene mas re-
levancia desde un punto de vista clinico que
desde el mecanismo de accién. A un paciente
se le administra un antiepiléptico y, cuando
llega a la dosis maxima, se le asocia otro a una
dosis baja para que sea bien tolerado. Es decir,
es preferible una interaccién beneficiosa con
una dosis baja del segundo farmaco, aunque a
dosis altas también fuera beneficioso.



Efectos cognitivos, motivacionales
y neuroquimicos de la administracion
repetida de MDMA (“éxtasis”)

P. Robledo
Laboratorio de Neurofarmacologia, Facultad de Ciencias de la Salud y de la Vida,
Universitat Pompeu Fabra-IMIM, Barcelona.

Resumen: £/ uso de MDMA en humanos puede producir déficit en el procesamiento cognitivo,
perturbar las conductas motivacionales y aumentar los estados de ansiedad y la impulsividad. A
diferencia de otros psicoestimulantes, como la anfetamina o la cocaina, esta sustancia es menos
“reforzante” y produce un menor numero de sinfomas relacionados con la abstinencia. Este hecho
podria deberse a que el perfil neuroquimico de la MDMA es complejo, puesto que aumenta tanto la
cantidad de serotonina, noradrenalina y dopamina en la sinapsis, como la de acetilcolina e histami-
na. En estudios recientes en animales hemos demostrado que la administracion repetida de MDMA
modifica el aprendizaje de una tarea de evitacion activa y disminuye su consolidacién sin inducir
cambios estructurales en las neuronas dopaminérgicas, lo que apunta a la existencia de alteraciones
en otros sistemas de neurotransmision. Por otra parte, también se ve alterada la motivacién por el
consumo de comida altamente apetitiva, mientras que se retrasa la extincion de una respuesta ope-
rante en ausencia de este refuerzo. Puesto que la MDMA activa los sistemas de neurotransmision
monoaminérgicos en diferentes estructuras cerebrales implicadas en estos procesos, también se
han evaluado los posibles cambios adaptativos en dichos sistemas asociados a la administracion
repetida de esta sustancia.

Palabras clave: MDMA — Extasis — 5-HT — Efectos reforzantes — Aprendizaje.

Introduccién

La MDMA (3,4-metilenodioximetanfetami-
na), popularmente llamada “éxtasis”, es un
derivado de las feniletilaminas sintetizado en
1912 por los laboratorios Merck como ano-
réxico. Durante los afios 1970 e inicios de los
1980, se utilizé principalmente en América
del Norte por una minoria de personas que
buscaban sus efectos emocionales positivos y
entactégenos. En la actualidad, su consumo
se ha extendido considerablemente en Europa
entre jévenes adultos durante fiestas de fin de

semana (raves). Aunque el potencial de abuso
de la MDMA no esta claramente demostrado
en humanos, en modelos animales de depen-
dencia se ha descrito que la administracién
repetida de MDMA puede desencadenar pro-
cesos adaptativos que conducen a la aparicion
de manifestaciones somaticas de abstinencia.
Sin embargo, éstas no se acompafian de las
clasicas alteraciones motivacionales que ca-
racterizan los cuadros de abstinencia a otras
drogas de abuso.!? Actualmente existen datos
claros en humanos y en animales de experi-
mentacién que muestran la capacidad de la
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MDMA de producir efectos gratificantes,?’
que pueden contribuir a su consumo repetido.
La administracion reiterada de esta sustancia
también puede desencadenar trastornos afec-
tivos, como ansiedad y depresion, ademas de
perturbaciones cognitivas.®° Recientemente
se ha propuesto que la administracion crénica
de MDMA, como de otras drogas de abuso,
puede producir estados motivacionales disfun-
cionales asociados a conductas compulsivas y
relacionados con cambios en la expresion de
genes como el delta-FosB.!° En este articulo
se expondran algunos estudios recientes, rea-
lizados en nuestro laboratorio, relacionados
con los mecanismos neurobiolégicos implica-
dos en los efectos reforzantes, motivacionales
y cognitivos de la MDMA.

Mecanismos neuroquimicos
implicados en el refuerzo de la MDMA

La MDMA aumenta las concentraciones ex-
tracelulares de dopamina (DA), serotonina (5-
HT) y noradrenalina (NE) simultdneamente, al
inhibir su recaptacién y retrasar su metaboli-
zacion. También se ha propuesto la posibilidad
de que la MDMA aumente la sintesis de DA
en el nucleo estriado, efecto que parece estar
mediado por la estimulacién de los receptores
serotonérgicos 5-HT,. La activacion del siste-
ma dopaminérgico mesolimbico participa en
los procesos de recompensa producidos por
varias drogas de abuso. Asi, se ha demostrado
que tanto los opioides como los cannabinoi-
des, la nicotina, el alcohol, los psicoestimu-
lantes y la MDMA producen un aumento de
dopamina en el nucleo accumbens!'® Sin
embargo, la MDMA es una sustancia atipica
comparada con otros psicoestimulantes como
la anfetamina o la cocaina, puesto que es me-
nos “reforzante” y produce un menor nimero
de manifestaciones somaticas y psicoldgicas
relacionadas con la abstinencia. Estas diferen-
cias pueden deberse a que la MDMA puede
unirse con mayor afinidad al transportador de
serotonina que al de dopamina,”® y aumenta
la cantidad de 5-HT y de NE en la sinapsis en
mayor proporcién que la DA.°2! Asi, la MDMA
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representa un caso especial entre las drogas
de abuso y una buena herramienta para estu-
diar la interaccion de las tres monoaminas en
los procesos adictivos.

La implicacion de la 5-HT en las propie-
dades gratificantes de la MDMA también se
ha demostrado recientemente en ratones. En
este sentido, estudios realizados en nuestro
laboratorio muestran que los ratones knockout
deficientes en el transportador de serotonina
(SERT) no se autoadministran MDMA a una
dosis que seria efectiva en ratones control
(0,125 mg/kg por infusion), lo que revela una
pérdida de las propiedades reforzantes de
esta droga. Ademés, la MDMA no aumenta las
concentraciones extracelulares de 5-HT en la
corteza prefrontal de los ratones SERT, aun-
que si se observa un aumento de DA en el
nlcleo accumbens.?? Estos estudios indican
que un aumento aislado de DA en el nlcleo
accumbens no es suficiente para la busqueda
y el consumo de MDMA, y que la transmisién
serotonérgica en la corteza prefrontal desem-
pefia un papel importante en las propiedades
reforzantes de la MDMA. Por otra parte, dosis
inefectivas de MDMA (3 mg/kg) en el paradig-
ma de preferencia de plaza condicionada no
aumentan las concentraciones extracelulares
de DA en el nlcleo accumbens de los ratones
control,?3 pero sf aumentan desproporcionada-
mente las de 5-HT en la corteza prefrontal.?*
Esto sugiere que un incremento de 5-HT en la
corteza prefrontal aislado tampoco basta para
mediar el refuerzo de la MDMA. En general,
estos datos apuntan a la existencia de una
compleja dinamica de regulacién reciproca
entre la DA en el nucleo accumbensy la 5-HT
en la corteza prefrontal, que modula los efec-
tos reforzantes de la MDMA. Esta hipoétesis se
ve apoyada por varios estudios que muestran
una interaccion de estos dos neurotransmiso-
res. Asi, la 5-HT puede aumentar o disminuir
la actividad dopaminérgica dependiendo de si
los receptores serotonérgicos 5-HT,, 0 5-HT,,
son activados por ella.?52¢

El papel de la NE en los efectos reforzan-
tes de la MDMA ha sido poco estudiado. Sin
embargo, datos neuroquimicos indican que la
MDMA es mucho mas potente para liberar NE
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que ninguna de las otras monoaminas,?' y su
implicacién en algunos de los efectos de la
MDMA ha sido demostrada en el ratén. Asi, un
antagonista noradrenérgico alfa-1, la prazosi-
na, atenla la hipertermia, la actividad loco-
motora y la letalidad asociada a la administra-
cién de dosis elevadas de MDMA en el ratén.?”
Ademas, utilizando el paradigma de preferen-
cia de plaza condicionada, se ha demostrado
que este neurotransmisor desempefia un pa-
pel importante en las propiedades reforzantes
de los psicoestimulantes tales como la anfeta-
minay la cocaina,?® y también de la morfina.?®
Mas recientemente se ha puesto de manifiesto
un desacoplamiento entre los sistemas nora-
drenérgico y serotonérgico en la corteza pre-
frontal de ratones tratados repetidamente con
anfetamina, y se cree que éste podria ser un
mecanismo subyacente de la sensibilizacion
conductual inducida por dicha sustancia.®®
Seran necesarios mas estudios para valorar si
esta desregulacion también se produce con la
administracién repetida de MDMA y en qué
medida contribuye al establecimiento de es-
tados adictivos.

Efectos de la MDMA sobre las conductas
reforzadas por incentivos naturales

La administracién repetida de drogas de
abuso produce alteraciones en la transcrip-
cién de genes que llevan a neuroadaptaciones
duraderas en estructuras cerebrales®! impli-
cadas en procesos de refuerzo a las drogas y
a incentivos naturales, tales como el nacleo
accumbens.®? Estos cambios neuroquimicos
persistentes podrian alterar los sistemas de
recompensa endégenos al modificar las pro-
piedades incentivas de los refuerzos naturales
y las propiedades reforzantes de otras drogas
de abuso, contribuyendo asi a su uso compul-
sivo. Estudios conductuales en ratas demues-
tran que la administracién repetida de MDMA
aumenta los efectos gratificantes inducidos
por la cocaina®® y facilita la adquisicion de la
conducta de autoadministracién intravenosa
de cocaina.?* Ademas, estudios en ratones re-
velan que el tratamiento repetido con MDMA

durante la adolescencia puede modificar las
propiedades recompensantes de la cocaina en
la edad adulta.3® Estos datos sefialan que la
MDMA es capaz de sensibilizar el sistema de
recompensa inducido por otras drogas psico-
estimulantes como la cocaina, y por lo tanto
es posible que influya en los procesos de re-
caida en animales abstinentes.

En cuanto a la conducta de busqueda y
consumo de refuerzos naturales, utilizando la
técnica de condicionamiento operante se ha
demostrado que la administracion crénica de
cocaina aumenta las respuestas instrumen-
tales de las ratas para obtener una solucién
azucarada.3® Cambios en la via de la proteina
cinasa A en el nicleo accumbens se han rela-
cionado con dichos procesos motivacionales,
puesto que su inhibicion interfiere con esta
conducta reforzada por la comida.?” Por otra
parte, la administracién repetida de MDMA
(2,5 mg/kg dos veces al dia durante 15 dias)
incrementa la respuesta operante para obte-
ner comida en ratas tratadas cinco dias an-
tes, y también aumenta la motivacién de los
animales por la comida en un paradigma de
razén progresiva.l® En experimentos recientes,
realizados en nuestro laboratorio, hemos uti-
lizado la técnica de autoadministraciéon ope-
rante de comida para evaluar los efectos de
la MDMA sobre los procesos de recompensa
a refuerzos naturales en ratones. Con el fin de
evaluar la motivacién del animal para obtener
una comida altamente apetecible (pellets de
chocolate) tras la administracion repetida de
MDMA hemos utilizado el paradigma de razén
progresiva, en el cual los requisitos operan-
tes de respuesta aumentan progresivamente
de acuerdo al orden 1-2-3-5-12-18-27-40-
60-90-135-200-300-450-675-100. Asi, el
animal responde cada vez mas para obtener
el chocolate, hasta un punto en que cesa de
trabajar. El Gltimo nimero de respuestas que
el animal emite se denomina “breaking point”
y es una medida directa de la motivacién del
animal. Los resultados obtenidos muestran
que el tratamiento repetido con dosis altas de
MDMA (30 mg/kg dos veces al dia durante
cuatro dias) disminuye la motivacion por la
busqueda de comida en este paradigma. Un
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dia después del test de motivacion, los ratones
se colocan de nuevo en las cajas operantes sin
que las respuestas conduzcan a la presenta-
cién de comida. Asi, el animal aprende que
no habrd recompensa y cesa de responder.
Esta conducta se denomina “extincién” y es
una medida de aprendizaje inhibitorio. En esta
prueba se evalla la posibilidad de que el pre-
tratamiento con MDMA aumente las conduc-
tas automaticas orientadas a la ejecucién de
la respuesta previamente aprendida y no a la
recompensa por si misma. En estas condicio-
nes, se ha visto que el pretratamiento con una
dosis alta de MDMA (30 mg/kg dos veces al
dia durante cuatro dias) retrasa el proceso de
extincién de la conducta de busqueda de cho-
colate en ausencia del refuerzo (manuscrito en
preparacion). Estos resultados sugieren que la
administraciéon repetida de MDMA puede al-
terar el valor motivacional de los incentivos
naturales apetitivos y modificar los procesos
de aprendizaje relacionados con la inhibicién
de una respuesta inadecuada, aumentando la
perseveracion.

Efectos de la MDMA
sobre el aprendizaje y la memoria

Numerosos estudios en humanos han aso-
ciado el uso crénico de éxtasis con alteraciones
cognitivas persistentes.3®43 El uso recreacio-
nal de MDMA también puede producir un défi-
cit en el procesamiento emocional y aumentar
los estados de ansiedad y la impulsividad. En
los humanos, estos efectos se han relaciona-
do principalmente con una disminucién en los
transportadores de 5-HT.44 Sin embargo, esta
disminuciéon parece ser reversible, mientras
que las alteraciones conductuales relaciona-
das con el uso de MDMA pueden persistir du-
rante largo tiempo.

Experimentos en animales utilizando una
variedad de paradigmas conductuales han
mostrado modificaciones en los procesos de
aprendizaje y memoria en ratas,*>*® monos*”48
y ratones*? tratados repetidamente con MDMA.
Sin embargo, el mecanismo fundamental rela-
cionado con estas alteraciones no esta diluci-
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dado, principalmente debido a que los efectos
neuroquimicos producidos por la administra-
cién cronica de MDMA varian entre especies.’
Actualmente existen datos que demuestran
que dosis altas de MDMA producen cambios
en el sistema 5-HT en las ratas y los monos
sin afectar el sistema de la DA,*® %0-%3 mientras
que en los ratones la MDMA produce predomi-
nantemente cambios en el sistema de la DA,
incluyendo una reduccién de los transportado-
res de dopamina (DAT)5254 o la disminucién de
DA y sus metabolitos?52 en el estriado.

En ratas se ha demostrado que la MDMA,
administrada de manera aguda, puede pro-
ducir perturbaciones en la memoria de tra-
bajo a dosis que no producen neurotoxicidad
serotonérgica.>>%” Puesto que la MDMA tam-
bién aumenta las concentraciones de NE y
DA en diferentes estructuras cerebrales impli-
cadas en los procesos cognitivos, es posible
que se produzcan cambios no neurotéxicos en
estos sistemas de neurotransmisién que con-
tribuyan a la persistencia de las alteraciones
conductuales observadas. En estudios recien-
tes hemos evaluado el efecto de la adminis-
tracion repetida de MDMA antes y después de
un aprendizaje de evitacién activa en ratones.
Este paradigma consiste en dos compartimen-
tos separados por una puerta, donde los ani-
males aprenden a evitar una descarga eléctrica
cambiando de compartimento tras la presenta-
cién de una luz blanca. Asi, hemos estudiado
el efecto de la MDMA sobre este aprendizaje
cuando se administra antes o después del en-
trenamiento, y también sobre la memoria de la
tarea aprendida. Los resultados muestran que
el pretratamiento con altas dosis de MDMA (30
mg/kg dos veces al dia durante cuatro dias)
perturba el aprendizaje de esta tarea desde el
sexto dia de entrenamiento, mientras que las
dosis moderadas s6lo producen alteraciones
en el Gltimo dia de entrenamiento (dia 10).
La dosis baja (1 mg/kg), por el contrario, no
produjo ninguna perturbacién significativa en
ninguno de los dias de entrenamiento con res-
pecto a los controles. Sin embargo, tras cinco
dias de reposo, la memoria de la tarea se vio
afectada significativamente con todas las dosis
estudiadas. En contraste, la administracion de



EFECTOS COGNITIVOS, MOTIVACIONALES Y NEUROQUIMICOS DE LA MDMA (“EXTASIS")

MDMA después del entrenamiento de evitacién
activa no origin6 ninguna pérdida de memoria
de la tarea aprendida. La cantidad de transpor-
tadores de DA en el estriado, evaluada 27 dias
después de la ultima inyeccién de MDMA, no
se vio afectada con respecto a la administra-
cion de solucion salina.®® Este dato indica que
la MDMA puede perturbar el aprendizaje y la
memoria de nuevas tareas sin inducir cambios
estructurales en las neuronas dopaminérgicas,
y apuntan a la existencia de alteraciones en
otros sistemas de neurotransmisién implicados
en estos procesos. Los resultados sugieren
que los efectos adversos de la MDMA sobre
la consolidacién de nueva informacién podrian
constituir un problema mayor en el caso de
consumidores adolescentes en edad escolar.
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M.J. Sanz: ;Como extrapolamos estos resulta-
dos obtenidos en ratones a los jévenes que
toman éxtasis los fines de semana?

P. RoBLEDO: Los humanos toman 70 a 100 mg/
pastilla, es decir, 1-3 mg/kg. Por eso, en el
Gltimo estudio que os he mostrado, tratamos

de administrar dosis bajas al animal de ex-
perimentaciéon porque queremos modelizar
lo que esta sucediendo en el humano.

F. BoscH: Creo que no has comentado nada
sobre el sistema cannabinoide. Si no estoy
equivocado, vuestro grupo ha publicado re-
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cientemente un trabajo en el cual se eviden-
cia la participacion del sistema cannabinoide
sobre la accién de la MDMA.

P. RoBLEDO: Si, el sistema cannabinoide end6-
geno estéd implicado en los mecanismos de
recompensa de otras drogas de abuso, como
la cocaina y el alcohol, y es cierto que tam-
bién existen interacciones con la MDMA.

E. ViLa: Nos has mostrado un experimento en
el cual los ratones que se autoadministra-
ban MDMA no presentaban un aumento de
las concentraciones basales de dopamina,
y en cambio si aumentaban en los ratones
sin MDMA. ;Cuél es la fisiopatologia de este
cambio adaptativo?

P. RoBLepo: La MDMA bloquea los transpor-
tadores de las tres monoaminas, lo que in-
duce una liberacién masiva. Creemos que
tras 10 dias de autoadministracién repetida
se produce una regulacion de las neuronas
dopaminérgicas en el nlcleo accumbens por
algln tipo de mecanismo que auln descono-
cemos.

M.J. Rawmirez: jHabéis intentado revertir el dé-
ficit cognitivo con algan farmaco?

P. RoeLEDO: No, todavia no hemos llegado a ello,
pero seria interesante probar a revertirlo.

J.M. Baevens: ;Se han descrito interacciones
con antidepresivos en animales? ;Se ha ob-
servado algin patron de asociacion de anti-
depresivos con MDMA en humanos?

P. RoBLepo: Es un tema complicado. Los con-
sumidores de MDMA toman fluoxetina para
evitar los efectos periféricos de la MDMA,
pero desconozco si hay algin caso de con-
sumo concomitante de antidepresivos. Ade-
mas, los experimentos con ratones deficien-
tes en el transportador de serotonina, que
puede considerarse un modelo de animal
tratado crénicamente con antidepresivos,
muestran que la MDMA pierde su efecto re-
forzante. Si es cierto que los consumidores

96

de éxtasis normalmente compensan la ane-
donia y la depresién que sienten después de
tomar MDMA con cualquier otra droga, como
benzodiacepinas o cannabis.

J. Burcueio: Me ha llamado la atencién los

protocolos tan largos que utilizéis y me gus-
taria saber si con otras drogas también son
asi.

P. RosLEDO: Si, Ilevar un animal de un FR1 a

un FR5 requiere 15 dias para que se esta-
bilice la respuesta. En los protocolos de au-
toadministracién depende de la capacidad
reforzante de la droga. Con la MDMA, al ser
poco reforzante, los animales tardan mas en
aprender a autoadministrarse; sin embargo,
con la cocaina adquieren la conducta mucho
mas rapido.

J. BurGueNo: La MDMA induce un aumento de

serotonina en la corteza prefrontal, pero en
ratones knockout deficientes en el transpor-
tador de serotonina esta liberacién no suce-
de. ;Por qué?

P. RoBLepo: Al no tener el transportador, la

MDMA no puede liberar serotonina. Lo inte-
resante de estos resultados es que la MDMA
aumenta la dopamina en animales que no se
autoadministran esta droga. Esto apunta a
una disociacién entre los efectos reforzantes
de la MDMA y un aumento aislado de dopa-
mina en el nucleo accumbens.

J. Saués: Nos has presentado datos sobre

la extincién de la conducta y quisiera rela-
cionarlo con el sistema endocannabinoide,
antes mencionado, ya que esta claramente
implicado en la extincién de memorias aver-
sivas. ;Qué datos tenéis sobre este sistema
en el tratamiento con MDMA?

P. RoeLepo: Ninguno. En realidad, en los es-

tudios con comida no investigamos la extin-
cién de memorias aversivas, sino mas bien lo
contrario. De todos modos, seria interesante
estudiar el papel del sistema endocannabi-
noide en nuestro modelo.



Consecuencias funcionales inmediatas
y a largo plazo de la administracion
de MDMA en roedores

M.l. Colado
Departamento de Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad Complutense de Madrid.

Resumen: E/ efecto adverso predominante que se observa inmediatamente después de la ingestion
de 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA, “éxtasis”) por los consumidores habituales de esta
droga es la hipertermia, la cual, a su vez, puede desencadenar otros problemas clinicos asociados
y ocasionalmente la muerte. No existe un tratamiento farmacoldgico especifico. La MDMA también
induce un incremento, dependiente de la dosis, de la temperatura corporal en los animales de
experimentacion. En la rata, la hipertermia resulta principalmente de la liberacién de dopamina y
esta influenciada por la dosis, la temperatura ambiente y las condiciones de almacenamiento. La
respuesta aumenta en las ratas con una lesion de los terminales nerviosos serotoninérgicos inducida
por la administracion previa de una dosis neurotoxica de MDMA. La hiperactividad locomotora que
induce la MDMA no parece desempefiar un papel importante en la respuesta hipertérmica. Sin
embargo, el tamafio de la respuesta hipertérmica inmediata es determinante para la gravedad de
la neurotoxicidad subsiguiente. Se podria concluir que cualquier respuesta hipertérmica inducida
por MDMA seré potenciada en ambientes calurosos y masificados, y que la ingestion de la droga
en tales condiciones incrementa la posibilidad de aparicion de un efecto neurotdxico cerebral. A
pesar de la estrecha relacidn entre la respuesta hipertérmica y la neurotoxicidad, es posible observar
neurotoxicidad en ausencia de hipertermia, con lo que la hipertermia ejerceria un importante papel
modulador, aunque no un factor esencial, en la neurotoxicidad ocasionada por MDMA.

Palabras clave: MDMA — Extasis — Hipertermia — Neurotoxicidad serotoninérgica — Neurotoxicidad
dopaminérgica.

Introduccién

La administracién de 3,4-metilenodioxime-
tanfetamina (MDMA, “éxtasis”) produce en
los animales de experimentacién un efecto
neuroquimico caracteristico en el cual se dife-
rencian efectos agudos, que son reversibles, y
efectos a largo plazo, que son persistentes
y se consideran neurotéxicos.!

Los efectos agudos consisten en una rapi-
da hipertermia, que puede durar varias horas,

asociada con la liberacion de monoaminas.
Tras la administraciéon de MDMA se observa
un incremento, dependiente de la dosis, de la
temperatura rectal de los animales, que oscila
entre 1,5y 2 °C y alcanza un pico aproxima-
damente una hora después de la inyeccién.
Esta respuesta hipertérmica se mantiene por
lo menos doce horas.?* El efecto que produce
la MDMA sobre la temperatura corporal esta
estrechamente unido a la temperatura am-
biente a la que se administra la droga. A una
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temperatura de 20-22 °C, la administracién
de MDMA generalmente produce una marcada
respuesta hipertérmica; por el contrario, a 10-
11 °C se observa hipotermia.?

La hipertermia desempefia un papel deter-
minante en la expresion de la neurotoxicidad
inducida por MDMA, de modo que las respues-
tas térmicas son predictivas, en parte, de la
gravedad de las reducciones en los marcadores
bioguimicos producidas por MDMA. Estudios
en diferentes condiciones ambientales han de-
mostrado que el mantenimiento de los anima-
les a 10 °C antes o después del tratamiento con
MDMA previene la respuesta hipertérmica, y
atenla, e incluso elimina, la neurotoxicidad de
la droga. Por el contrario, en ambientes caluro-
sos (26-33 °C), tanto la respuesta hipertérmica
como la neurotoxicidad estan potenciadas.>¢ A
pesar de esta estrecha relacién entre la hiper-
termia aguda y la neurotoxicidad a largo plazo,
el papel exacto que desempefia la hipertermia
en la respuesta neurotoéxica es dificil de definir,
pues es posible observar neurotoxicidad en au-
sencia de hipertermia. Asi, la administracion de
dosis bajas y repetidas de MDMA produce una
marcada disminucién de terminales serotoni-
nérgicos, pero no aumenta la temperatura cor-
poral.” Por tanto, la ausencia de una respuesta
hipertérmica no parece ofrecer garantia de que
se evite el dafio cerebral a largo plazo. Existen
otros factores, como dosis elevadas o un incre-
mento en la frecuencia de administracién, que
pueden superar la carencia de una respuesta
hipertérmica para producir neurotoxicidad.®
En conjunto, estos datos indican que la hiper-
termia ejerce un importante papel modulador,
pero no es un factor esencial en la neurotoxici-
dad ocasionada por MDMA.

Se sabe que la MDMA aumenta la liberacién
de dopamina y serotonina en diversas estructu-
ras cerebrales, alguna de ellas (ndcleo accum-
bens) encargada de las propiedades incentivo-
motivacionales de la mayoria de las drogas de
abuso. Recientemente se ha demostrado que
una temperatura ambiente elevada donde se
administra la droga potencia la liberacién de
dopaminay serotonina que induce la MDMA en
el ndcleo accumbens. Sin embargo, este efecto
no se observa en el estriado. La hiperactividad
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locomotora que produce la MDMA también es
mas pronunciada cuando los animales se man-
tienen a una temperatura ambiente elevada.®
Otros laboratorios han demostrado que ambien-
tes calurosos potencian el efecto prosocial de la
MDMA y aumentan el nimero de infusiones de
MDMA que se autoadministran los animales.®
Estos datos sugieren que las propiedades de
refuerzo de la MDMA son mas pronunciadas a
temperatura ambiente elevada, y sugieren que
el entusiasmo de los consumidores recreativos
por tomar la droga en ambientes calurosos pue-
de no ser una coincidencia.

Neurotoxicidad serotoninérgica
producida por MDMA
y sus consecuencias funcionales

El efecto neurotéxico de la MDMA en los
roedores es especifico de la especie, en el sen-
tido de que existen marcadas diferencias entre
el dafio neuronal que produce en la rata y el
que se observa en el ratén. En la rata aparece
una degeneracion selectiva de los terminales
nerviosos serotoninérgicos en diversas regio-
nes cerebrales. Por el contrario, en el ratén se
manifiesta una disminucién en la densidad de
los terminales dopaminérgicos, dejando intac-
tas las neuronas que contienen serotonina. Es
interesante sefialar que la neurotoxicidad en la
rata ya se manifiesta tras la administracién de
una unica dosis de MDMA, mientras que en el
raton requiere la administracién repetida de la
droga y dosis mas altas que las utilizadas en
la rata. En el cobayo y los primates no huma-
nos, el efecto neurotéxico es cualitativamente
similar al que se observa en la rata.!

La neurotoxicidad serotoninérgica se ma-
nifiesta por una disminucién de la concen-
tracion de serotonina y su metabolito, del
nimero de transportadores de serotonina y
de la densidad de terminales y axones sero-
toninérgicos.”10

Estudios realizados en ratas han demostra-
do que una de las consecuencias a largo plazo
de la neurotoxicidad que produce la MDMA es
una alteracién en la termorregulacién, que se
manifiesta porque los animales son menos ca-
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paces de perder calor cuando se exponen a una
temperatura ambiente elevada.l' Este defecto
en la termorregulaciéon también se observa en
las ratas que presentan una lesién serotoninér-
gica y que son expuestas de nuevo a la droga
en ambientes calurosos.!? Puesto que los con-
sumidores generalmente ingieren MDMA en
ambientes masificados y a elevada tempera-
tura, estos datos sugieren que en estos indivi-
duos (si presentan una lesion serotoninérgica)
puede aparecer una respuesta hipertérmica
mas pronunciada, y que el consumo de la dro-
ga en tales condiciones aumenta la posibilidad
de un efecto neurotoéxico cerebral.

Un estudio demostré que la temperatura de
la cola de la rata no se modifica tras la admi-
nistracién de una dosis de MDMA que produ-
ce un aumento significativo de la temperatura
rectal.!3 Incluso la temperatura de la cola dis-
minuye cuando la MDMA se administra a ratas
mantenidas a elevada temperatura ambiente,
exactamente lo contrario de lo que cabria es-
perar si el animal fuera capaz de termorregu-
larse y perder calor.!* Puesto que la dilatacién
de los vasos de la cola es el principal mecanis-
mo por el cual las ratas pierden calor,'® estos
resultados sugieren que la MDMA interfiere
con los mecanismos de pérdida de calor vy,
consecuentemente, cuanto mas elevada sea
la temperatura ambiente mas dificultad habra
para perder calor al medio.

La disminucién en la funcién serotoninér-
gica que induce la MDMA a largo plazo esta
implicada en la deficitaria respuesta termorre-
guladora que muestran los animales lesiona-
dos con MDMA. Asi, se ha observado que la
hipertermia inducida por MDMA a una tem-
peratura ambiente elevada también es mas
pronunciada y sostenida en los animales pre-
tratados con p-clorofenilalanina (inhibidor de
la sintesis de serotonina).!® Por tanto, parece
razonable afirmar que, para facilitar la pérdida
de temperatura corporal en condiciones am-
bientales de temperatura elevada, es necesa-
ria la existencia de mecanismos serotoninérgi-
cos funcionalmente intactos.

Se ha estudiado el efecto de la lesién neuro-
téxica producida por MDMA sobre la respuesta
ansiolitica o ansiogénica de los animales a largo

plazo. Los resultados en el test del laberinto
elevado en cruz son contradictorios: las ratas
Wistar pretratadas con MDMA manifiestan una
respuesta ansiogénica, mientras que las ratas
Dark Agouti muestran una respuesta ansiolitica.
Es interesante sefialar que el grado de ansie-
dad basal de ambos tipos de ratas es diferente,
mucho mas pronunciado en las Dark Agouti.
No obstante, en las ratas expuestas a MDMA
también se ha observado un efecto ansiogénico
a largo plazo sin toxicidad serotoninérgica. Por
tanto, parece razonable proponer que una res-
puesta emocional alterada no necesariamente
se debe a un déficit serotoninérgico sino a res-
puestas adaptativas que ocurren en el cerebro
tras la administracion de la droga.!” Otras alte-
raciones funcionales observadas a largo plazo
tras la administracién de MDMA consisten en
alteraciones del ritmo circadiano, de la activi-
dad motora y de la generacién del suefio.!®

La existencia de dafio neurotdxico en el
cerebro de los consumidores habituales de
MDMA contintia siendo materia de controver-
sia; no obstante, en estos individuos se han
detectado cambios neuroquimicos, fisiolégi-
cos y psicolégicos compatibles con una dismi-
nucion de la funcion serotoninérgica.!®-?!

Neurotoxicidad dopaminérgica
de la MDMA en el ratén
y consecuencias funcionales

En el ratén, la MDMA produce un dafio re-
lativamente selectivo sobre las vias dopami-
nérgicas, dejando intactas las neuronas que
contienen serotonina.?2?3 Esta neurotoxicidad
se refleja por una disminucién en la concen-
tracién de dopamina y sus metabolitos, y en la
densidad del transportador de dopamina en el
estriado y el nicleo accumbens.?*?5 Mediante
inmunohistoquimica también se ha demostra-
do que la MDMA disminuye la inmunorreactivi-
dad del transportador de dopamina, y utilizan-
do MOR-1, un marcador de estriosomas, se ha
observado que esta disminucién es significati-
vamente mas pronunciada en los estriosomas
que en la matriz estriatal, lo cual indica que la
neurotoxicidad inducida por MDMA en el raton
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se asocia fundamentalmente con una pérdida
de fibras dopaminérgicas estriosomales. Los
estriosomas estan estrechamente unidos a re-
giones limbicas y funcionalmente se asocian
con comportamientos de refuerzo y aconteci-
mientos neuronales inducidos por psicoesti-
mulantes y antipsicoticos.?®

En linea con estos resultados, se ha demos-
trado que la exposicion a una dosis neurotoxica
de MDMA puede influir de manera importante
en la regulacién de la ingesta de alcohol. Uti-
lizando un test de libre eleccion de dos pipe-
tas, los ratones con un déficit en la funcién
dopaminérgica por la exposicién previa a dosis
neurotéxicas de MDMA muestran un aumento
en el consumo y la preferencia por etanol en
comparacién con los ratones inyectados con
solucion salina.?’” Estas diferencias entre los
animales lesionados con MDMA y los controles
no son secundarias a cambios en el metabo-
lismo del etanol ni a cambios en las preferen-
cias de sabor o las necesidades caldricas. El
agonista de los receptores D1 SKF81297 dis-
minuy6 el consumo de etanol en los animales
lesionados con MDMA, un efecto que fue rever-
tido por la administracién del antagonista D1
SCH23390. Los ratones expuestos a MDMA
también mostraron una menor liberacién basal
de dopamina en el ndcleo accumbensy un mo-
desto incremento en la densidad de los recep-
tores D1 en el caudado-putamen y en el nucleo
accumbens. La administracién intraperitoneal
de etanol aumenta la liberacion de dopamina
en el nicleo accumbens de los ratones control,
pero este efecto estaba practicamente abolido
en los animales expuestos a MDMA. En conjun-
to, estos resultados sugieren que los animales
lesionados con MDMA necesitan consumir mas
alcohol para alcanzar el umbral de los efectos
reforzantes que produce el etanol.
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M.J. Rawmirez: ;Por qué existen estas diferen-
cias en el ratén?

M.I. CoLapo: No lo sabemos. El ratén es extraor-

dinariamente resistente a los efectos toxicos
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de la MDMA. Asi como en la rata la toxici-
dad se manifiesta con una dosis Unica de 10
mg/kg, en el ratén se necesitan 10-30 mg/kg,
tres veces consecutivas, cada tres horas.

J. SaLes: jEI motivo de que utilicéis ratas
Dark Agouti es por su metabolismo hepético
a través de citocromo P450 2D67?

M.I. Coapo: No del todo. Con esta cepa los re-
sultados son muy reproducibles y ademas son
muy sensibles a las drogas de disefio. Aparte,
es cierto que las hembras son deficitarias del
CYP2D6 y manifiestan una hipertermia y una
mortalidad maés elevadas que los machos.

J. SaLLEs: Por lo tanto, esto tendria que te-
nerse en cuenta en los individuos que son
metabolizadores lentos.

M.I. CoLapo: Exacto. Aproximadamente el 9%
de la poblacién es deficitaria en el CYP2D6,
lo que significa que metabolizan la droga de
forma mas lenta, las concentraciones plas-
maticas son mas elevadas y pueden aparecer
un mayor grado de hipertermia y mortalidad
tras el consumo de MDMA.

S. EriLL: Las diferencias en los efectos de la
MDMA en funcién de la temperatura me re-
cuerdan a la dosis letal 50 de la anfetamina,
que es distinta si se administra a ratas indi-
viduales o0 a un conjunto de ratas metidas en
una jaula, y que esta diferencia desaparece
al colocar un ventilador junto a la jaula.

M.I. Corapo: Si, la agregacion potencia la toxi-
cidad de la droga.

M.J. Sanz: Cuando mencionas las alteracio-
nes cognitivas de la memoria, ;te refieres a
cuando la persona estéa bajo los efectos de la
droga o0 es un efecto a largo plazo?

M.I. CoLapo: Son efectos a largo plazo.

M.J. Sanz: En referencia al efecto ansiogénico
0 ansiolitico observado dependiendo de la
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cepa utilizada, ;qué ocurre en el humano y
cudl seria el animal de eleccién? ;La rata es
un buen modelo?

M.I. CoLapo: En cuanto a toxicidad, la rata es
un buen modelo. En el humano también hay
evidencias de que el “éxtasis” produce neu-
rotoxicidad serotonérgica, y no existen cam-
bios en el sistema dopaminérgico. Lo que
sucede es que las ratas Dark Agouti presen-
tan un grado de ansiedad basal mas elevado,
y tras una lesion con MDMA se observa un
efecto ansiolitico. En cambio, en otras cepas
con una ansiedad basal méas baja, como las
Wistar, tras la lesiéon se observa un efecto
ansiogénico.

A.M. PLanas: Has hablado de pérdida de ter-
minales serotoninérgicos. ;También estan
afectados los cuerpos neuronales? ;Genera
reactividad microglial esta pérdida de termi-
nales?

M.l. CoLapo: La mayor parte de los estudios
coinciden en que no hay una afectacion
del cuerpo neuronal. Si se ha observado un
aumento de la actividad microglial, que es
maxima 24 horas después de la administra-
cién de la droga. Por eso, actualmente esta-
mos intentando usar inhibidores de la activa-
cion de la microglia como neuroprotectores.

J. LLenas: EI metilfenilato es otro derivado an-
fetaminico que cada vez tiene mas uso entre
los escolares, especialmente en épocas de
examenes. Aparentemente es muy seguro,
ipero existe algln estudio en que se haya
valorado su falta de neurotoxicidad cuando
se usa de forma crénica?

M.l. Corapo: Creo que no hay estudios se-
rios que hayan evaluado la neurotoxicidad
del metilfenilato a largo plazo. Anterior-
mente se utilizaba para tratar el sindrome
de hiperactividad, pero ahora se recurre a
los antidepresivos para evitar una posible
neurotoxicidad al ser un derivado anfeta-
minico.



Estudios experimentales
en dolor agudo e inflamatorio:
el modelo de la administracion intraplantar
de formalina en el raton

C.M. Cendan

Departamento de Farmacologia e Instituto de Neurociencias,
Facultad de Medicina, Universidad de Granada.

Resumen: La inyeccion de formalina produce una respuesta dolorosa bifdsica, con una primera fase
de corta duracién (primeros 5 minutos) debida a la activacion de los nociceptores de la pata y una
segunda fase (10-50 minutos después de la inyeccidn) debida a una respuesta inflamatoria con
sensibilizacién de las neuronas nociceptoras de la médula espinal. Por lo tanto, es un modelo vélido
y sensible para el estudio de diferentes clases de analgésicos. Se evaluaron farmacos con uso clinico
(morfina, diclofenaco, haloperidol y (-)sulpirida), asi como compuestos experimentales. También se
realizaron estudios en animales transgénicos (knockout, deficientes en receptores c,) y tratados con
oligodesoxinucledtidos antisentido (ODN) frente al receptor ¢,. La administracion de haloperidol (an-
tagonista ) inhibié, de manera dependiente de la dosis, ambas fases del dolor inducido por formali-
na. No obstante, este efecto analgésico no parece deberse a un bloqueo dopaminérgico, puesto que la
(-)sulpirida fue inactiva en ambas fases. De los datos de compuestos experimentales de antago-
nistas de receptores ¢, administrados por via sistémica, se dedujo que su efecto no se produce en
los nociceptores periféricos sino en regiones espinales o supraespinales. Finalmente, los ratones
knockout mostraron una menor sensibilidad al dolor inducido por la formalina, mientras que los
ODN resultaron ineficaces. Estos resultados sugieren que los receptores o, estarian participando en
la expresion del dolor inducido por formalina, aunque no seria el tinico mecanismo implicado.

Palabras clave: Formalina — Receptores 6, — Analgesia.

El modelo de dolor inducido
por la inyeccion de formalina

patas delanteras de gatos y ratas. La forma-
lina es una solucién de formaldehido al 37%
disuelto en agua. Aunque la formalina ante-
riormente se habia utilizado como un estimulo
inflamatorio y también nociceptivo,? no fue

Caracteristicas generales del modelo

Generalmente se considera que el mode-
lo de la formalina fue introducido dentro del
campo del estudio del dolor por Dubuisson y
Dennis,! hace 30 afos, cuando describieron
los efectos conductuales tras la inyeccién de
una solucion diluida de formalina (5%) en las

hasta la aparicion del trabajo de estos auto-
res cuando su uso se popularizé y extendi6.?*
El modelo posteriormente fue desarrollado en
ratones,>” y aunque los efectos comportamen-
tales se han estudiado en diferentes especies,
como gatos, primates, conejos y cobayas, en-
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tre otros, las ratas y los ratones han sido las
mas utilizadas.>*

El modelo de la formalina se diferencia de
la mayoria de los modelos basados en estimu-
los de corta duracién (fasicos) y de alta inten-
sidad en que es posible evaluar la manera en
que el animal responde a un dolor moderado y
continuo (ténico) generado por un dafio tisular.
Precisamente, esta caracteristica ha sido la
que ha incrementado su utilizacién y popula-
ridad, siendo actualmente el modelo de dolor
en investigacion basica mas utilizado. Asi, al-
gunos autores consideran que el modelo de la
formalina refleja méas fehacientemente algunos
estados de dolor clinico que otros que utilizan
estimulos mecanicos o térmicos fasicos.>*

Se han publicado numerosos articulos?#
que han discutido y revisado varios aspectos
a tener en cuenta sobre este modelo, tales
como:

— EI método de puntuacién elegido (valores
ponderados o escala categorial frente a
parametro Unico) o la respuesta dolorosa
considerada tras la administracion de la
formalina, el nimero de pataleos frente al
tiempo de lamido/mordisqueo de la pata
inyectada.

— La eleccion de la inyeccion en la pata de-
lantera o trasera, y en este Gltimo caso si es
en la zona dorsal o plantar.

— El volumen y la concentracién administra-
dos.

— Otros factores, como la cepa y la especie
utilizadas, la edad del animal, circunstan-
cias ambientales como la temperatura de
la habitacién, el ruido o los olores, y el nu-
mero de evaluadores.

Puesto que comentar todos los aspectos
mencionados supera ampliamente el objetivo
de este capitulo, s6lo se mencionaran aquellos
que resulten necesarios para la exposicion de
los resultados experimentales.

Por otro lado, la inyeccién de formalina,
aparte de las respuestas comportamentales
espontaneas de dolor, induce procesos que
implican cambios en el sistema nervioso cen-
tral, como la expresién del factor de trascrip-
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cién c-Fos en las neuronas (lo cual es Gtil para
identificar neuronas implicadas en procesos
de sensibilizacién central) y la activacion de
células gliales que pueden liberar citocinas,
factores de crecimiento y otros mediadores, lo
que puede influir en la funcién neuronal y en
los cambios a largo plazo.?>* Estos procesos,
aun resultando del maximo interés, tampoco
seran comentados en este capitulo puesto que
trascienden su intencion.

Caracter bifasico del modelo:
dolor agudo y dolor ténico

La inyeccion intraplantar de formalina pro-
duce una respuesta dolorosa bifasica, la cual
se compone de una fase temprana (primera
fase), durante los primeros cinco minutos tras
la inyeccién de la formalina, y una segunda
fase tardia que comienza a los 10-15 minutos
de la inyeccién y dura de 30 a 50 minutos.
Tradicionalmente se ha considerado que la
primera fase se debe a la activacion directa de
los nociceptores periféricos, y que la segunda
es consecuencia de una respuesta inflamato-
ria con sensibilizacién de las neuronas noci-
ceptoras de la médula espinal (sensibilizacién
central).?* Por lo tanto, el modelo de la forma-
lina se usa normalmente como un modelo de
dolor agudo y ténico.

A continuacion se detallan algunos aspec-
tos especificos para cada una de las fases,
haciendo referencia también al periodo de
inactividad entre ambas, conocido como “in-
terfase”.

LA PRIMERA FASE: DOLOR AGUDO

La primera fase tras la administracién de
formalina se ha propuesto que se debe a la acti-
vacién directa de los nociceptores de las neuro-
nas aferentes. Esta hipétesis se ha fundamen-
tado en el hecho de que la inyeccién local de
formalina dentro, o inmediatamente adyacente,
del campo receptivo de nervios aislados en la
pata trasera de la rata produce una activacién
de fibras C y Ad en los primeros 10 minutos.®
Ademas, la inyeccion periférica de anestésicos
locales antes de la formalina produce una su-
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presion total de las conductas nocifensivas de
la primera fase,®° asi como el bloqueo de la
primera fase de actividad de las neuronas mul-
tirreceptivas en la médula espinal.!! En cuanto
a los mecanismos por los cuales la formalina
activa los nervios sensoriales, se ha comproba-
do que la administracién de antagonistas de la
bradicinina,” la serotonina y la histamina,'?13 y
de trifosfato de adenosina (ATP),!* puede inhi-
bir las respuestas de esta fase. Recientemente
se ha demostrado que la formalina activa las
neuronas sensoriales aferentes primarias me-
diante la accién especifica y directa del recep-
tor TRPAL, un miembro de la familia de los ca-
nales iénicos del potencial receptor transitorio
o TRP (Trasient Receptor Potential) que esta
altamente expresado en una subpoblacién de
nociceptores de las fibras C.1516

LA SEGUNDA FASE: DOLOR TONICO

La segunda fase de dolor parece ser de-
pendiente de la combinacién de una reaccién
inflamatoria del tejido periférico y de cambios
funcionales en las neuronas del asta dorsal de
la médula espinal, la cual llega a estar sensi-
bilizada ante estimulos nociceptivos.!” Se ha
comprobado que las respuestas conductuales
son inhibidas por la administraciéon de farma-
cos antiinflamatorios no esteroideos (AINE),
los cuales interfieren con la produccién de
prostaglandinas, asi como por inhibidores de
otros mediadores inflamatorios (bradicinina,
serotonina, histamina, ATP).”121418-21 También
se ha demostrado que la administracién espi-
nal de anestésicos locales,?? opioides,?® anta-
gonistas del receptor de N-metil-p-aspartato
(NMDA)17.24 o antagonistas del receptor para
la sustancia P,?>2¢ inhibe las respuestas con-
ductuales y en el asta dorsal de la médula espi-
nal de la segunda fase cuando se administran
antes, pero no después, de que se produzca la
primera fase del modelo.?* Esto sugiere que
la actividad generada durante la fase tempra-
na es capaz de producir cambios en la funcién
del SNC, es decir, produce una sensibilizacién
central, la cual a su vez afecta a los procesos
ocurridos durante la fase tardia o segunda fase.
Sin embargo, a este respecto hay datos con-

tradictorios. También se considera que las res-
puestas de la fase 2 podrian reflejar una con-
tinua activacion de aferentes sensoriales, asi
como los aspectos de la sensibilizacion central
resultante de tal actividad. De este modo, se
ha observado una constante actividad o dispa-
ro de fibras A3 y C (pero no AB) en neuronas
aisladas que inervan la pata del animal cuan-
do se ha administrado formalina dentro de su
campo receptivo o muy cerca de él.8 Ademas,
existen algunos trabajos en que se ha obser-
vado que la inyeccion periférica de anestési-
cos locales después de la primera fase puede
suprimir completamente las conductas de la
segunda,®?’ los cambios en la tasa cardiaca y
la presion sanguinea,?” asi como la activacion
de las neuronas convergentes (rango dinamico
amplio) del asta dorsal espinal.?® Por tanto, es-
tos ultimos resultados demuestran que ambas
fases de la respuesta nociceptiva a la formalina
dependen de la activacion de aferentes prima-
rios y, por consiguiente, que la segunda fase
no podria ser mediada exclusivamente por la
sensibilizacion central. En estudios llevados
a cabo en ratones deficientes en el receptor
TRPA1 se ha encontrado que la segunda fase
se halla reducida significativamente, confir-
mando que este receptor media la respuesta
dolorosa inducida por la formalina.!>16

LA INTERFASE

La interfase, el periodo que ocurre entre
las dos fases de las respuestas nociceptivas
(entre 5y 15 minutos después de la inyeccién
de formalina), no ha recibido mucha atencién
puesto que se ha considerado que es un pe-
riodo de inactividad. Tal conclusion fue apo-
yada por el hecho de que en registros de afe-
rentes primarios se observé que la inyeccién
de formalina en el campo receptivo produce
una activacion bifasica de las fibras Ad y C,
con un curso temporal paralelo a la respues-
ta conductual inducida por la inyecciéon de
formalina.®?° Sin embargo, ahora se sabe que
la interfase es una fase activa que tiene un
componente espinal,3>3! en el que también
participan mecanismos supraespinales.3? El
componente espinal supuestamente implica-
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ria un balance entre mecanismos inhibidores y
excitadores, dado que la administracién espi-
nal de antagonistas del receptor GABA 3%y de
agonistas glutamatérgicos!” reduce o suprime,
respectivamente, este periodo de inactividad.
En estructuras supraespinales, la interfase
es abolida completamente por el corte de la
unién mesencéfalo-diencéfalo.3?

Papel de los receptores o,
en el dolor inducido por formalina

Antecedentes e hipdtesis de trabajo

Los receptores ¢ presentan un perfil de
sensibilidad a farmacos y una distribucion en
el SNC caracteristicos,®* y se ha descrito la
existencia de al menos dos subtipos, denomi-
nados o, y 0,.3*% Los receptores o, se han
clonado en varias especies, incluido el ratén,
y su secuencia no presenta homologia signifi-
cativa con la de ninguna otra proteina de los
mamiferos.36-38

Los receptores o, se encuentran en altas
concentraciones en areas de gran importancia
para la percepcién del dolor, como las laminas
|'y Il del asta dorsal de la sustancia gris medu-
lar y la sustancia gris periacueductal.3%4° Por
otra parte, la administracién de oligodesoxinu-
cleétidos antisentido (ODN) contra el receptor
o, del ratén aumenta la analgesia opioide me-
diada por los receptores Y, dy k, lo que sugie-
re la existencia de un sistema descendente o
ténicamente activo que facilita la percepcion
del dolor.*

La respuesta dolorosa a la formalina se debe
en parte a la liberacién de aminoacidos exci-
tatorios en la médula espinal capaces de sen-
sibilizar a las neuronas nociceptoras del asta
dorsal de la sustancia gris medular.'” Esto ex-
plica que dicha respuesta sea antagonizada por
bloqueantes de los receptores de NMDA.#?

Los ligandos ¢ modulan distintas respues-
tas inducidas por el NMDA, tales como la
frecuencia de descarga neuronal, siendo ésta
potenciada por farmacos agonistas o, y anta-
gonizada por antagonistas ¢,.** Por tanto, los
ligandos ¢ podrian modificar el dolor inducido
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por la administracién de formalina en el ratén
por su capacidad de modular las respuestas
mediadas por NMDA. Ademas, si en el SNC
existe un sistema descendente ¢ ténicamen-
te activo que facilita la percepcién del dolor,
podriamos esperar que los ratones knockout
o, y los tratados con ODN frente al receptor
o, mostrasen una menor sensibilidad al dolor
inducido por la formalina.

Estudios experimentales

METODOLOGIA Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La metodologia y el procedimiento experi-
mental fueron muy similares en todos los es-
tudios mencionados. Brevemente, después de
estudiar el curso temporal del dolor inducido
por la inyeccién de diferentes concentraciones
de formalina (0,5% a 5%), observamos que el
maximo efecto algégeno se conseguia tras la
inyeccién intraplantar de 20 pl de formalina al
2,5% en la pata trasera del animal. EI tiempo
de lamido o el mordisqueo de la pata inyectada
durante 45 minutos fue registrado y se consi-
deré como indicador de la respuesta dolorosa
en ratones sin tratamiento o tratados con el
solvente de los farmacos. Puesto que obser-
vamos que en ambos grupos se producia una
respuesta bifasica similar (Fig. 1), decidimos
registrar dos periodos diferentes de lamido/
mordisqueo de la pata inyectada en los anima-
les tratados con los farmacos. El primer perio-
do fue registrado de O a 5 minutos después
de la inyecciéon de formalina y se considerd
como indicador de la primera fase de dolor. El
segundo periodo fue registrado desde los 15 a
los 35 minutos después de la inyeccién de for-
malina y se consider6 la segunda fase del mo-
delo. Los farmacos evaluados fueron morfina
y diclofenaco (como analgésicos de control sin
actividad sobre los receptores 6); haloperidol
y sus metabolitos I, Il y lll; los antagonistas o,
BD-1047, BD-1063 y NE-100; los agonistas
o, PRE-084 y (+)pentazocina; y los farmacos
(-)sulpirida, (-)pentazocinay naloxona. Asimis-
mo, se emplearon dos ODN frente al receptor
c,. Los farmacos en estudio se administraron
por via subcutanea (s.c.) en la inmensa mayo-
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Figura 1. Curso temporal de la respuesta dolorosa (duracién del lamido o mordisqueo de la pata tratada) induci-
da por la inyeccion intraplantar de formalina al 2,5% en animales sin tratamiento o tratados con el solvente de
los farmacos. Cada uno de los puntos y las lineas verticales que los atraviesan representan la media + ESM de
los valores obtenidos al menos en ocho animales. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos en ninguno de los periodos de observacion (ANOVA).

ria de los experimentos o por via intraplantar
(i.pl.) 30 minutos antes de inyectar la forma-
lina. Respecto a la administracion de los ODN
frente al receptor o, ésta fue por via intrace-
rebroventricular (i.c.v.) en un volumen de 2 pl
por ratén durante cuatro dias consecutivos, y
el test de la formalina se realizé el quinto dia.
Todos los procedimientos descritos se realiza-
ron en ratones hembra de la cepa CD-1, mien-
tras que los estudios con ratones transgénicos
(knockout) deficientes en receptores o, se rea-
lizaron en ratones C57BL/6J. Todos los pro-
cedimientos experimentales fueron aprobados
por el Comité de Etica en Experimentacion
Animal de la Universidad de Granada.

Resultados

CARACTERIZACION DEL MODELO

Como era de esperar y se habia compro-
bado anteriormente, la inyeccién intraplantar

de formalina produjo un efecto bifasico (Fig.
1), la morfina produjo un efecto analgésico
dependiente de la dosis, con una potencia y
eficacia similares en ambas fases del modelo,
mientras que el diclofenaco sélo produjo anal-
gesia en la segunda fase.

ESTUDIOS CON ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES o,

En primer lugar evaluamos el efecto del
antipsicético haloperidol (que actia como an-
tagonista 6 y D,) y de una serie de productos
derivados de él que muestran afinidad exclu-
siva por el receptor o, (metabolito 1), afinidad
por los receptores 6,y 6, (metabolito I1) o nin-
guna afinidad por los receptores 6,y o, (me-
tabolito [11)#4-47 (Tabla 1). Asi, comprobamos
que la administracién s.c. de haloperidol y de
su metabolito Il inhibié de forma dependiente
de la dosis las dos fases del dolor inducido
por la formalina, mientras que el metabolito |
s6lo produjo analgesia dependiente de la dosis
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TABLA I. Afinidad del haloperidol, sus metabolitos y la (-)sulpirida por diferentes receptores (K o IC,,, nM).
Férmacos G, c,” D,”
Haloperidol 5,2+0,4 54 + 10 2,8+0,6
Metabolito 1 12,2+ 0,6 46 + 6 239+ 49
Metabolito | 243,9 + 20 >10.000 >10.000
Metabolito 11 >10.000 >10.000 >10.000
(-)Sulpirida >10.000 >10.000 6+0,9

“Los datos se han obtenido en nuestro laboratorio, en ratones.
“Estos valores proceden de varios autores y estan recogidos en Cendan et al.**

en la segunda fase, siendo menos potente y
efectivo en la primera.** En cambio, el me-
tabolito Il no mostr6 ningun efecto analgési-
co. Por tanto, el orden de potencia de estos
farmacos para producir su efecto analgésico
(haloperidol > metabolito Il > metabolito | >
metabolito 11l inactivo) se correlaciona con su
afinidad por los receptores o, (Tabla | y Fig.
2).4 En cambio, los efectos analgésicos del
haloperidol y su metabolitos no parecen de-
berse a un bloqueo dopaminérgico, ya que la
(-)sulpirida (un blogueante dopaminérgico sin

afinidad por los receptores o) fue inactiva en
ambas fases (Tabla | y Fig. 2).#* Los efectos
analgésicos del haloperidol y sus metabolitos
tampoco se deben a la activacion directa de
los receptores opioides ni a la potenciacién
del efecto de un sistema endégeno opioide té-
nicamente activo, puesto que la naloxona (un
antagonista opioide) no antagonizé sus efec-
tos analgésicos.**

También estudiamos los efectos de BD-
1047, BD-1063 y NE-100 en este modelo y
observamos que la administracién s.c. de es-
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Figura 2. Comparacién del efecto analgésico inducido por la administracion s.c. de haloperidol (0,03-1 mg/kg)
(o), su metabolito Il (0,25-8 mg/kg) (1), su metabolito | (4-128 mg/kg) () y su metabolito 11l (128 mg/kg) (m),
y de (-)sulpirida (200 mg/kg) (e), en el modelo de la formalina en el ratén. Cada uno de los puntos y las lineas
verticales que los atraviesan representan la media + ESM de los valores obtenidos al menos en ocho animales
por dosis. Diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo tratado con solvente: *p <0.05;

**n <0.01 (ANOVA seguido del test de Newman Keuls).
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tos antagonistas de los receptores c,*>**” pro-
dujo un efecto antinociceptivo dependiente de
la dosis en ambas fases de la respuesta dolo-
rosa inducida por la inyeccién de formalina,
siendo mayor el efecto en la segunda fase.*®
Estos resultados estan en total concordancia
con los obtenidos con el haloperidol y sus me-
tabolitos.

Sin embargo, la administracién local (in-
traplantar) de BD-1063 no tuvo ningun efec-
to sobre la respuesta dolorosa inducida por
la inyeccion de formalina en la misma pata,
mientras que la morfina, usada como control,
inhibié ambas fases ipsilateralmente, pero no
cuando fue inyectada en la pata contralate-
ral.*® Estos datos indican que el efecto de los
antagonistas o, administrados por via sisté-
mica no se produce en los nociceptores pe-
riféricos sino en los nociceptores situados en
estructuras espinales o supraespinales, y en
areas espinales o supraespinales. De hecho,

otros autores han comprobado que la adminis-
tracion espinal de antagonistas o, bloquea las
respuestas dolorosas en la segunda fase, pero
no la primera, sefialando la importancia de los
receptores o, espinales en la segunda fase del
dolor inducido por formalina.®°

ESTUDIOS CON AGONISTAS DE LOS RECEPTORES G,

Como agonistas de los receptores o, se em-
plearon (+)pentazocina y PRE-084.4%47 Nj la
administracion s.c. de (+)pentazocina ni la de
PRE-084 produjo efecto analgésico en ningu-
na de las fases. Como farmaco control de la
estereoselectividad de la (+)pentazocina ha-
cia el receptor ¢, evaluamos varias dosis s.c.
de (-)pentazocina, que muestra afinidad por
el receptor opioide x, pero no por el ¢,,°'y
como era de esperar produjo una reduccién
en el tiempo de lamido de la pata inyectada
en ambas fases del modelo.
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Figura 3. Curso temporal de la respuesta dolorosa (duracién del lamido o mordisqueo de la pata tratada) indu-
cida por la inyeccion intraplantar de formalina al 1,25% en animales deficientes en el receptor o, (knockout) y
en animales salvajes (wild-type). Cada uno de los puntos y las lineas verticales que los atraviesan representan la
media + ESM de los valores obtenidos al menos en ocho animales por grupo. Diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre las respuestas en los dos genotipos de ratones: *p <0.05; **p <0.01 (test de lat de Student).

109



APORTACIONES DE LOS ESTUDIOS FUNCIONALES A LA INVESTIGACION FARMACOLOGICA BASICA

ESTuDIOS EN ANIMALES DEFICIENTES EN RECEPTORES G,
Y TRATADOS CON ODN FRENTE AL RECEPTOR G,

Los datos anteriormente expuestos sugie-
ren que el bloqueo de los receptores 6, podria
ser una estrategia adecuada para el control de
ciertos tipos de dolor ténico, y permite hipote-
tizar que los ratones tratados con ODN frente
al receptor o, mostrarian una menor sensibi-
lidad al dolor inducido por la formalina. Los
mismos resultados serian previsibles en los
ratones desprovistos (knockout) de recepto-
res o,, salvo que se desarrollen mecanismos
adaptativos que compensen el déficit crénico
de los receptores o,.

Asi, cuando administramos formalina a
ratones knockout o, encontramos que la res-
puesta dolorosa en ambas fases se reducia en
un 55%, aproximadamente, en comparacion
con los animales salvajes®? (Fig. 3), y que la
administracion de ODN frente al receptor o,
no modificaba el efecto de la formalina en
ninguna de las dos fases.*® Por tanto, estos
resultados en animales knockout o, sugieren
gue los receptores o, participan en la expre-
sién del dolor inducido por formalina, pero
que ademas tiene que haber otros mecanis-
mos implicados; y la falta de eficacia de los
ODN para reducir la respuesta dolorosa sefia-
laria que los receptores o, espinales son mas
importantes que los supraespinales.
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M.J. Sanz: Respecto a la potenciacion obser-
vada entre antagonistas ¢, y morfina, ;ha-
béis probado combinar dosis subéptimas de
morfina y haloperidol para conseguir un ma-
yor efecto inhibitorio?

J.M. Baevens: Si, pero en el modelo de retirada
de la cola (tail flick), no en el de la formalina.
Utilizamos dosis de morfina de 1 mg/kg, que
practicamente no tienen efecto analgésico,
junto con dosis muy bajas de haloperidol, y
observamos la potenciacion.

M.J. Sanz: Respecto a los oligonucleétidos an-
tisentido, no he visto casi ningin modelo que
haya funcionado, por su dificultad, porque
son sustancias muy solubles...

C.M. CenpéiNn: En el modelo de la formalina no
han mostrado buenos resultados. Sin embar-
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g0, en alodinia mecéanica inducida por cap-
saicina han sido muy efectivos.

M.J. Sanz: ;Cémo penetran en la célula? ;Me-
diante liposomas?

C.M. CenpAn: Mediante una inyeccién intrace-
rebroventricular.

A.M. Puanas: ;Evaluasteis si la concentracion
de proteina estaba reducida para verificar
que los oligodesoxinucleétidos hubiesen fun-
cionado?

C.M. Cenpin: No, porque otros autores ya lo
habian demostrado previamente utilizando
los mismos oligodesoxinucleétidos a las mis-
mas dosis. Al ser efectivos en otros modelos,
las diferencias observadas tenian que deber-
se al modelo de la formalina.



Modelos animales de dolor neuropatico:
dolor inducido por antitumorales frente a
manipulacion de nervios periféricos
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Area de Farmacologia, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Rey Juan Carlos, Alcorcén, Madrid.

Resumen: En investigacion basica disponemos de algunos modelos para estudiar el dolor neuro-
patico y su tratamiento farmacoldgico; entre ellos, por su frecuente uso, destacan la manipulacion
quirdrgica de los nervios espinales, una aproximacion desarrollada a finales del siglo XX, y la admi-
nistracion de agentes quimicos (antibidticos, antitumorales), desarrollada a principios de este siglo
y derivada directamente de la observacion clinica, ya que esta demostrado que el uso de estos far-
macos puede provocar neuropatias periféricas en los pacientes. Si bien muchos de los avances mas
importantes en el conocimiento del dolor neuropético se han debido al uso del modelo de ligadura
del nervio ciatico (alteraciones de la concentracion de algunos neurotransmisores o activacion de
células gliales, por ejemplo), en la actualidad los modelos basados en el uso de agentes antineopla-
sicos estan ganando aceptacion entre la comunidad cientifica, en parte por su correlacién con la
clinica humana. La comparacion entre ambos modelos demuestra que las modificaciones que se
producen en situaciones de dafio nervioso son semejantes a corto y medio plazo (modificaciones
en la inervacidn periférica, liberacion de sustancias proinflamatorias...), que ambos son modelos
Utiles porque nos permiten mejorar nuestro conocimiento sobre el origen y el desarrollo del dolor
neuropatico, asi como el desarrollo de farmacos especificos, y que tal vez puedan suministrarnos
datos objetivos para seleccionar el modelo mas adecuado para estudiar distintos tipos de dolor
neuropatico.

Palabras clave: Dolor neuropéatico — Antitumorales — Ligadura del nervio ciatico — Cannabinoides
— Rata.

Introduccién

El dolor, “una experiencia sensorial y emo-
cional desagradable asociada a un dafio tisu-
lar evidente o probable, o descrita en términos
coincidentes con esa lesién” (segun la Asocia-
cion Internacional para el Estudio del Dolor),t!
actda indudablemente como sistema de alar-
ma, y de su correcto funcionamiento depen-
de la integridad del organismo. Sin embargo,
cuando el dolor se cronifica pierde su sentido

protector y se convierte en una situacién clini-
ca per se, provocando ademas en el paciente
sensaciones de estrés, ansiedad e incluso su-
frimiento.

De los distintos tipos de dolor crénico, uno
de los mas problemaéticos es el dolor neuro-
patico, que se define como un dolor originado
por una lesién nerviosa o disfuncién del siste-
ma nervioso central. Aunque afortunadamente
presenta una baja incidencia con respecto al
total de situaciones de dolor crénico, respon-
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de muy mal al tratamiento farmacolégico ha-
bitual porque no siempre es posible identificar
dicha lesion o disfuncion,! o porque no es po-
sible conocer su etiologia. Por ello, el disefio
de modelos animales para poder estudiar este
tipo de dolor ha sido muy complicado, y sélo
recientemente se ha podido empezar a estu-
diar en el laboratorio.

Aunque existen diferentes aproximaciones
experimentales para el estudio del dolor neuro-
patico, nos centraremos en dos modelos de in-
duccion de neuropatia periférica en roedores:
la manipulacién de los nervios periféricos y la
administracion de antitumorales. Sin embar-
g0, no son los Unicos en imitar una situacién
de dolor crénico y existen otras posibilidades,
como el desarrollo de neuropatia diabética por
administraciéon de estreptozotocina en ratas,?
o0 las lesiones centrales por administracién de
un agente quimico,® aunque estos modelos
son menos empleados, en general por la ele-
vada incidencia de modificaciones fisiolégicas
y conductuales que presentan y que compli-
can considerablemente la valoracion de la no-
cicepcién en el laboratorio.

Modelo de la ligadura del nervio ciatico

Aunque ya se habian desarrollado previa-
mente modelos de dolor neuropatico en ani-
males mediante la seccién de troncos ner-
viosos,* el gran avance en el estudio de las
neuropatias periféricas se produce gracias al
modelo propuesto por Bennet y Xie en 1988.5
Consiste en aislar el nervio ciatico en la zona
proxima a la trifurcacién y realizar tres liga-
duras a su alrededor con hilo catgut crémi-
co, no reabsorbible, con aproximadamente 1
mm de separacién entre ellas. Las ligaduras
se realizan cuidadosamente para constrefiir el
nervio, disminuyendo, pero no impidiendo, la
circulacién sanguinea a través de la vascula-
tura epidural superficial. Aunque se manifies-
tan signos a partir de la semana, como por
ejemplo conductas de proteccién de la pata
operada, los efectos mas significativos apare-
cen al cabo de 5 a 10 dias y, segln los dise-
fladores del modelo, se mantienen al menos
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tres meses.5 Entre los pardmetros maés inte-
resantes para valorar la neuropatia figuran la
hiperalgesia térmica y la alodinia mecanica,
ya que ambas son situaciones muy frecuentes
en la clinica humana. Han aparecido distintas
variaciones del modelo original, que incluyen
ligaduras parciales del nervio ciatico® o liga-
duras de otros nervios espinales,” que aportan
pequefias diferencias funcionales al modelo
de Bennet y Xie.

Para determinar la aparicién y el grado de
evolucion de la hipersensibilidad al dolor (hi-
peralgesia o alodinia) propia de los modelos
de neuropatia periférica, se suelen utilizar dos
pruebas de nocicepcién: el estimulo térmico
de la pata trasera (plantar test),® para valorar
la hiperalgesia térmica, y la utilizacion de fi-
lamentos calibrados en la planta de las patas
(test de Von Frey),® para valorar la alodinia
mecanica.

El plantar test consiste en un dispositivo
que emite un foco calérico de intensidad regu-
lable hacia la superficie plantar del animal. La
intensidad del foco térmico se ajusta para un
tiempo de latencia control (tiempo de retirada
de la pata trasera) de 8-10 segundos, y se es-
tablece un tiempo de corte de 30 segundos.
La utilidad de este test, en el modelo de la
ligadura del ciatico, radica en la posibilidad de
tener en el mismo animal una respuesta basal,
o control (la pata contraleteral, no operada), y
una respuesta a la lesién (la pata ipsilateral,
lesionada), de forma que disminuye la influen-
cia de la variabilidad interindividual. General-
mente, las patas traseras se someten al test
de forma alternativa, con un intervalo de 1,5-
2 minutos entre cada medida. Se suelen reali-
zar tres medidas de cada pata en cada sesién,
tomando como valor la media de las tres.

Para la valoracién de la alodinia mecani-
ca, generalmente se utilizan los filamentos de
Von Frey (calibrados entre 0,9 y 40 g), que
se aplican en la superficie plantar de las pa-
tas traseras. Estos filamentos son de nailon y
estan calibrados para ejercer una presién de-
terminada en la pata. Se valora la fuerza que
es necesario aplicar para obtener una retirada
o0 movimiento reflejo de la pata de la rata. Se
presiona la superficie plantar de ambas patas
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traseras, de forma alternativa, con los distin-
tos filamentos de nailon, en orden creciente
de presién (desde 0,9 hasta 40 g). Cada me-
dida se repite cinco veces con un intervalo de
1-2 segundos. Si no se obtiene respuesta con
el filamento aplicado, el proceso se repite con
la siguiente fibra de mayor fuerza, consideran-
do como umbral de respuesta la fuerza que
ejerce el primer filamento que produce una
respuesta positiva en al menos tres de los cin-
co estimulos.

Modelo por administracion
de antitumorales

La introduccién en la clinica de agentes an-
titumorales como la vincristina, el cisplatino o
mas recientemente el paclitaxel, se vio acom-
pafiada, como efecto indeseable de su utiliza-
cién, de la apariciéon de neuropatias periféri-
cas, cuyo establecimiento es con frecuencia
motivo de interrupcién de la terapia por parte
del paciente.

La comprobacién de que la administracion
de estos farmacos a roedores provoca la apa-
ricién de conductas nociceptivas, hiperalgési-
cas y alodinicas similares a las observadas en
el paciente,'° ha convertido a este modelo en
una alternativa muy popular para el estudio del
dolor neuropético, ya que ofrece la posibilidad
de recrear en el laboratorio una situacion casi
idéntica a la ocurrida en la clinica humana.

Aunque puede llevarse a cabo con diver-
sos agentes citotoxicos, nos centraremos en la
descripcion y el estudio del modelo por admi-
nistracién de paclitaxel. Se administra pacli-
taxel (1 mg/kg) a las ratas por via intraperito-
neal (i.p.) en cuatro dias alternativos (dfas 1,
3, 5y 7), con un volumen de inyeccién de 1
ml.1° La dosis acumulada final de paclitaxel es
de 4,0 mg/kg.

Se observa el comportamiento esponténeo
de las ratas y se controla la evolucién del peso
corporal antes del tratamiento y durante tres
semanas después de la primera administra-
cién de paclitaxel o vehiculo. Se ha descrito
una duracién de la neuropatia de al menos 35
dias.’® Para valorar la apariciéon de neuropa-

tia periférica bilateral se utilizan las mismas
pruebas que para el modelo de la ligadura:
el plantar test y el modelo de filamentos de
Von Frey.

Se han descrito pequefas diferencias en
funcién del agente antineoplasico utilizado,
y asi, por ejemplo, la administracién de pa-
clitaxel no provoca la apariciéon de dolor es-
ponténeo, y la hiperalgesia térmica es menos
evidente en el modelo de administracién de
cisplatino.!!

Valoracion de la neuropatia periférica
inducida por ambos modelos: cambios en
la conducta, alteraciones ultraestructurales
y respuesta farmacolégica

Cambios conductuales

La ligadura del nervio ciatico en la rata
provoca una alodinia mecanica y una hipe-
ralgesia al calor evidentes a los 14 dias de
la realizacién de la cirugia. El desarrollo de
neuropatia es unilateral, con una diferencia de
sensibilidad al estimulo (tanto térmico como
mecanico) estadisticamente significativa al
comparar la respuesta en ambas patas trase-
ras (Fig. 1).

Con el modelo de neuropatia por adminis-
tracion de paclitaxel se obtienen resultados
similares. En este caso la neuropatia es bila-
teral, se manifiesta a partir de los siete dias y
se mantiene, en nuestras condiciones experi-
mentales, al menos 30 dias (Fig. 2).1?

Alteraciones ultraestructurales

Existen pruebas de las modificaciones pro-
vocadas por los modelos animales de dolor
neuropatico, y muchas de ellas guardan para-
lelismo con lo evidenciado en la clinica huma-
na. En la rata se han descrito alteraciones en
la inervacién de la piel tras la ligadura de los
nervios periféricos, con aparicion de fibras au-
ténomas;!3 en situaciones de dolor crénico en
humanos, la modulacién farmacolégica de las
fibras auténomas es una estrategia terapéuti-
ca, ya que estd comprobada su participacion
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Figura 1. Valoracion de la hiperalgesia (A) y la alodinia mecéanica (B) en ratas con ligadura del nervio ciético, a
los 14 dias de la operacion. Las barras muestran la media + error estandar de la media de los porcentajes de
respuesta frente al control obtenidos en grupos de 12 animales. Las barras blancas muestran la respuesta en
la pata control y las barras negras en la pata operada. Vehiculo = grupos tratados con el vehiculo de los can-
nabinoides; WIN = grupos tratados con 1,5 mg/kg, i.p. de WIN; SR+WIN = grupos tratados con el antagonista
SR (1 mglkg, i.p.) y WIN (1 mg/kg, i.p.). **p < 0.01, ***p <0.001 frente a pata control, #p <0.01 frente a
pata contralateral.
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Figura 2. Valoracién de la hiperalgesia (A) y la alodinia mecénica (B) en ratas antes (dia B), durante (T3-T7)
y después del tratamiento con pacilitaxel. Los cuadrados muestran la media + error estandar de la media de
los valores obtenidos en todos los grupos de 12 animales. El rombo muestra la respuesta del grupo tratado el
dia 21 con WIN 1,5 mg/kg i.p.; el circulo la respuesta del grupo tratado con el vehiculo del WIN; el tridngulo
la respuesta del grupo tratado con el antagonista SR1 (1 mg/kg i.p.) y con WIN (1,5 mg/kg i.p.). ***p <0.001
frente a dia B; **p <0.001 frente a dia 20.

en el mantenimiento del dolor crénico. Otro
ejemplo es que el modelo de la ligadura del
nervio ciatico provoca un aumento de la sensi-
bilidad mecénica en zonas cuténeas préximas
a la lesion, pero fuera del territorio inervado por
el nervio ciatico; esta situacién se correlaciona
facilmente con las situaciones de dolor extrate-
rritorial que mencionan frecuentemente los pa-
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cientes con dolor neuropatico.!*16 La existencia
de este tipo de coincidencias permite aventurar
que otras modificaciones halladas en el modelo
animal podrian también estar presentes en los
pacientes aquejados de dolor neuropatico. Asi,
por ejemplo, en el modelo de la ligadura del
nervio ciatico, se sabe que una de las causas
del inicio y el mantenimiento del dolor crénico
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es la activacién de las células gliales, en parti-
cular de la microglia.l” Estas liberan una serie
de factores pronociceptivos'®!® que van a fa-
vorecer la cronificacién del dolor, en particular
citocinas proinflamatorias (pero también antiin-
flamatorias). Esta evidencia ha permitido, por
ejemplo, revertir la neuropatia por ligadura del
ciatico mediante la administracion intratecal de
interleucina 10, una citocina antiinflamatoria,?°
o de minociclina, una tetraciclina que inactiva
la microglia.?

En el modelo de neuropatia periférica in-
ducida por paclitaxel y otros quimioterapicos
no se han hallado modificaciones importantes
en la inervaciéon periférica. Hasta el momento
s6lo se han descrito pequefias e inconsisten-
tes alteraciones en los microtdbulos y edema
endoneural,!® y no hay alteraciones de impor-
tancia en la conduccién de la sefial eléctrica en
las fibras mielinicas.?? Tampoco existen modifi-
caciones en marcadores clasicamente alterados
en situaciones de dolor neuropatico, como el
factor de crecimiento nervioso (NGF),?? y sélo
Gltimamente se ha propuesto la existencia de
alteraciones en las mitocondrias de las células
nerviosas como una posible justificacion de la
neuropatia.?®> Recientemente, de forma similar
a lo acontecido con el modelo de ligadura del

nervio ciatico, se ha demostrado que la admi-
nistracién intravenosa de paclitaxel o vincristi-
na favorece la activacién de las células gliales y
el aumento del nimero de macréfagos.?* Para
comprobar si el aumento de la reactividad glial
estd también implicado en el mantenimiento
del dolor neuropético en el modelo de pacli-
taxel, decidimos administrar minociclina duran-
te 14 dias, desde el inicio del tratamiento con
paclitaxel. Este tratamiento evité la aparicién
de la neuropatia periférica, evaluada como de-
sarrollo de hiperalgesia y alodinia (Fig. 3), lo
cual sugiere que los fendmenos de hiperreacti-
vidad microglial que aparecen en el modelo de
ligadura del nervio ciatico se producen igual-
mente en el modelo de paclitaxel.

Modulacién farmacoldgica

Como se ha comentado, el tratamiento far-
macoldégico del dolor neuropético dista mucho
de estar bien establecido, ya que con frecuen-
cia los farmacos mas eficaces en otros mode-
los de dolor crénico, como los opioides, son
incapaces de aliviar el dolor. Frecuentemente
se recurre a tratamientos con los llamados far-
macos coadyuvantes, como los antidepresivos
o0 los anticonvulsivantes.
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Figura 3. Efecto del tratamiento crénico diario con WIN (0,5 y 1 mg/kg i.p.) o minociclina (M15; 15 mg/kg
i.p.), durante los primeros 14 dias, sobre la hiperalgesia (A) y la alodinia mecénica (B) en ratas tratadas con
paclitaxel. Las lineas muestran la media + error estadndar de la media de los valores obtenidos en grupos de
12 animales. B indica los valores basales antes del tratamiento con paclitaxel; T7 indica el ultimo dia de
tratamiento con paclitaxel; 14, 21 y 28 se refieren a los dias tras el inicio del tratamiento con paclitaxel.
***p <0.001 frente a grupo control; **p <0.01; ***p <0.001 frente a dia B.
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Aparte de su aportacion al estudio de las
modificaciones asociadas al dolor crénico, los
modelos de dolor neuropatico han permitido
profundizar en la busqueda de farmacos para
el tratamiento de este tipo de situaciones. Se
ha descrito una buena correlacién entre los
efectos analgésicos obtenidos en modelos
animales de dolor neuropético y la respuesta
en clinica humana,? lo que permite utilizarlos
como modelos de prediccién de la respuesta
a farmacos (con las limitaciones propias de
todos los modelos animales, evidentemente).

En los ultimos afios se han incorporado al
grupo de farmacos analgésicos coadyuvantes
los cannabinoides, un conjunto de farmacos
derivados del A°-tetrahidrocannabinol (THC),
que presentan un buen perfil analgésico?-28
y que han empezado a utilizarse para algunos
dolores cronicos. Por ejemplo, en Canada esta
comercializado Sativex, una mezcla de THC
y cannabidiol (ambos alcaloides de la planta
Cannabis sativa), para el tratamiento del dolor
neuropatico en pacientes con esclerosis multi-
ple. El estudio del sistema endocannabinoide
y su participacion en el dolor crénico ofrece,
por lo tanto, la posibilidad de desarrollar nue-
vos farmacos eficaces para el tratamiento de
estas situaciones.

Nuestro grupo tiene en marcha una linea de
investigacion sobre el papel de los farmacos
cannabinoides en el tratamiento del dolor cré-
nico experimental en roedores. Para valorar el
efecto de los agonistas cannabinoides sobre la
neuropatia periférica se realizaron dos aproxima-
ciones experimentales: la valoracion del efecto
agudo del agonista cannabinoide WIN 55,212-2
(WIN) sobre los signos de la neuropatia en am-
bos modelos experimentales, y la posible pre-
vencién del desarrollo de dicha neuropatia con
un tratamiento crénico con cannabinoides en el
modelo de neuropatia por paclitaxel.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION AGUDA
DEL AGONISTA CANNABINOIDE WIN 55,212-2

Aunque el efecto agudo de WIN en la liga-
dura del nervio ciatico ya habia sido evaluado
previamente por otros autores,?® nuestro grupo
fue el primero en comparar la respuesta del
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agonista cannabinoide en ambos modelos.}?
Para ello se administré una dosis de WIN de
1,5 mg/kg, por via i.p., al dia siguiente de la ul-
tima valoracion (dia 21 en el grupo tratado con
paclitaxel y dia 14 en el modelo de la ligadura).
La administracién del agonista cannabinoide
WIN revirtié tanto la hiperalgesia como la alo-
dinia mecanica en ambos modelos. Este efecto
fue bloqueado por la administracién previa de
SR141716A, un antagonista cannabinoide se-
lectivo de los receptores CB1 (Figs. 1y 2).

Intentando analizar el mecanismo de ac-
cion de los cannabinoides en ambos modelos,
procedimos a administrar el agonista WIN (50,
100 y 250 pg) por una via tépica, como es la
administracién intraplantar.

En ninguno de los dos modelos estudiados
se encontraron diferencias entre la respuesta
de la pata en que se administré WIN y la pata
“no tratada” (Figs. 4 y 5), lo que demuestra
el efecto antinociceptivo sistémico del ago-
nista cannabinoide y descarta diferencias en
el efecto del farmaco en funcién del modelo
experimental.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA
DEL AGONISTA CANNABINOIDE WIN 55,212-2

Puesto que el efecto del WIN no se debia
a una accion periférica, decidimos estudiar el
efecto de su administracién crénica durante
el establecimiento de la neuropatia inducida
por paclitaxel. En este caso se administré una
vez al dia (0,5 y 1 mg/kg, i.p.), durante los
primeros 14 dias, y a las dos dosis estudiadas
consiguié prevenir el desarrollo de la neuro-
patia periférica en el modelo de paclitaxel,
manteniendo en valores control los umbrales
de respuesta a la estimulacion, tanto térmica
como mecanica, desde el mismo momento de
inicio del protocolo experimental (Fig. 3), de
forma similar a lo ocurrido con el tratamiento
previo con minociclina.

Conclusiones

La aparicion, en los ultimos afios, de mo-
delos experimentales validos para estudiar
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Figura 4. Efecto de WIN intraplantar (i.pl.) sobre la hiperalgesia (A) y la alodinia mecénica (B) en ratas con
ligadura del nervio ciatico. Las barras muestran la media + error estandar de la media de los porcentajes de
respuesta frente al control obtenidos en grupos de 12 animales. Las barras blancas muestran la respuesta en
la pata control y las barras negras en la pata operada. WIN ipsi= grupo tratado con 250 pg i.pl. en la pata
operada; WIN contra = grupo tratado con 250 pg i.pl. en la pata control. **p <0.01; ***p <0.001 frente a pata
contralateral; *p <0.05; ***p <0.001 frente a pata ipsilateral.
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Figura 5. Efecto de WIN intraplantar (i.pl.) sobre la hiperalgesia (A) y la alodinia mecanica (B) en ratas tratadas
con paclitaxel. Las barras muestran la media + error estandar de la media de los valores obtenidos en grupos
de 12 animales. B indica los valores basales antes del tratamiento con paclitaxel; 22 indica los valores el dia
previo a la administracién de WIN. Las barras con rayas horizontales indican el efecto en la misma pata en que
se administra WIN (50, 100 y 250 pg); las barras con rayas verticales los valores medidos en la pata contrala-
teral. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001 frente a dia 22; ***p <0.001 frente a dia B.

el dolor neuropético en sus distintas facetas la existencia de importantes similitudes tan-
(génesis, evolucion, modulaciéon farmacologi- to en el desarrollo y la evolucién temporal de
ca) abre un amplio campo de trabajo y ofrece la neuropatia como en las modificaciones ul-
atractivas expectativas clinicas. traestructurales que la acompafian, e incluso
La comparacién de las dos aproximaciones en su idoneidad para la valoracién de estrate-
experimentales mas empleadas en el labora- gias farmacolégicas.
torio para inducir dolor neuropatico, el modelo Ambos modelos muestran ventajas e in-
de la ligadura del nervio ciatico y el modelo de convenientes a la hora de su utilizacion en el
administraciéon de antitumorales, demuestra laboratorio. El modelo de la ligadura del nervio
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ciatico requiere cierta habilidad manual y ex-
periencia practica, mientras que el modelo de
administraciéon de antitumorales es sencillo y
facilmente reproducible, y aunque este Gltimo
es mas caro (ni el paclitaxel ni la vincristina
son precisamente baratos) practicamente no
existen fallos atribuibles al método, lo que
siempre puede ocurrir cuando se emplea un
procedimiento quirlrgico como la ligadura del
nervio ciatico.

Por todo ello, actualmente no hay datos
suficientes que permitan seleccionar un mo-
delo u otro en funcién del tipo de estudio que
se quiera realizar, y no hay una técnica que
pueda predecir una respuesta farmacolégica
determinada, ya que la evolucion clinica de
las situaciones de dolor neuropatico no son
predecibles ni constantes. Sin embargo, la
gran cantidad de informacion que se esta ob-
teniendo gracias a los distintos modelos utili-
zados en investigacion basica permitiran, asi
lo esperamos al menos, que en un plazo ra-
zonable se puedan obtener nuevos modelos,
o perfeccionar los ya existentes, para lograr
un buen conocimiento y, lo que es mas im-
portante, un adecuado tratamiento del dolor
neuropatico.
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A.M. PLanas: ;Observéis diferencias tempora-
les en la respuesta de los astrocitos y de la
microglia?

C. GoicoecHea: En el dolor neuropatico primero
se produce reactividad microglial y luego una
activacion de los astrocitos. Dado que la mino-
ciclina bloquea la microglia y no actta sobre
los astrocitos, nos llamoé la atencién observar
una modificacion de la actividad de los astroci-
tos. Suponemos que al administar minociclina
durante 15 dias, la accién sobre la microglia
acaba repercutiendo sobre los astrocitos.

M.l. CoLapo: ;Por qué elegisteis el modelo de
ligadura del ciatico en lugar de la denerva-
cién directa del ciatico? ;Observais autoto-
mia en este modelo?

C. GoicoecHeA: La principal critica de los mo-
delos de ligadura fuerte del nervio ciatico era
que producia incapacidad motora de la pata.

Por un lado conllevaba cuestiones éticas vy,
por otro lado, no respondia a las necesidades
de los clinicos porque los pacientes pueden
mover el brazo, no lo tienen inmovilizado. El
modelo propuesto por Bennett y Xie, en vez
de atar o seccionar el nervio, se basa en pro-
vocar una neuroinflamaciéon y una degenera-
cién de los axones que afectan la movilidad
de la pata, pero sin producir autotomia.

A.G. FernANDEZ: Me han sorprendido gratamen-

te, en tus resultados, los bajos valores que
muestran las medidas de dispersion, lo que
sugiere una gran robustez del modelo en un
campo como es el dolor, caracterizado por
una amplia variacién en la respuesta indivi-
dual. Me preguntaba si esa reducida varia-
cién intraexperimento se mantiene a lo largo
del tiempo entre distintos experimentos.

C. GoicoecHea: El modelo por administracion

de antitumorales implica poca manipulacion
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y s6lo depende de la administracién del far-
maco, que no es complicada, por lo que es
un modelo bastante reproducible. EI modelo
de ligadura del nervio ciatico, una vez has
desarrollado la técnica, es absolutamente re-
producible y no existen variaciones.

J.M. VELA: En el modelo de paclitaxel habéis
utilizado WIN, un agonista no selectivo. Has
comentado que el efecto antihiperalgésico y
antialodinico es revertido por rimonabant, un
antagonista CB1. ;También lo revierten los
antagonistas CB2? En cambio, parece que
los antagonistas CB2 estan mas implicados
en la inhibicién de la reactividad microglial;
en tal caso, jel rimonabant revierte esos
efectos?

C. GoicoecHeA: Ciertamente, WIN no es un ago-
nista selectivo y utilizamos el antagonista del
receptor CB1 porque era un estudio prelimi-
nar. Ahora hay mas argumentos a favor de la
utilizacién de antagonistas CB2 porque este
receptor es minoritario en el sistema nervio-
so central. El objetivo es buscar un farmaco
con efectos analgésicos sin alteraciones con-
ductuales, y por eso existe esta tendencia
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hacia los CB2. Respecto a tu segunda cues-
tién, todavia no lo hemos probado.

J.M. Baevens: Entre el modelo de ligadura laxa
del ciatico y el de antitumorales, ;cual pre-
fieres?

C. GoicoecHEa: A mi me gusta el modelo de
ligadura del ciatico basicamente por cues-
tiones practicas: cada animal es su propio
control porque se mantiene una pata sanay
otra lesionada, hay poca variabilidad en un
mismo individuo y entre individuos, y es mas
barato.

J.M. Baevens: Parece que cada vez se pone
mas de manifiesto que el pretratamiento es
muy importante para evitar la cronificacion
del dolor. No sé si estas de acuerdo.

C. GoicoecHea: Si, para el dolor agudo esta
claro que un tratamiento analgésico previo
a la cirugia disminuye la necesidad de anal-
gésicos después de ésta, y el riesgo de cro-
nificaciéon del dolor. Aunque también tengo
que decirte que no todos los clinicos estan
convencidos.
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