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Introduccion

El desarrollo de las técnicas de marcaje de
receptores mediante el uso de radioligandos es-
pecificos, habitualmente conocidas como téc-
nicas de binding, ha permitido identificar y ca-
racterizar bioquimicamente la amplia variedad
de receptores para neurotransmisores hasta
ahora descritos!. Esta caracterizacién se ha
producido tanto en el sistema nervioso central
como en el periférico. Sin embargo, desde un
punto de vista anatémico, la resolucién de es-
tos métodos es muy limitada. Las técnicas de
marcaje autorradiogréfico de receptores tienen
como objetivo primordial superar esta limitacion.
Para ello combinan los principios metodoldgicos
de la autorradiograffa para substancias difusi-
bles23, con las bases del marcaje por fijacion
de radioligandos?. Por esta razén, la autorradio-
grafia de receptores comparte con los andlisis
de binding toda una serie de requisitos, tanto
los relativos al ligando —afinidad, especifici-
dad—, como los inherentes a las condiciones de
incubacién —tiempo, temperatura, pH— o
aquellos referentes a la especificidad de la fija-
cion —definicion del «no especifico»*6. Meto-
dolégicamente, el marcaje se realiza mediante
la incubacién con el radioligando de secciones
histicas obtenidas por microtomia de congela-
cidén. Tras una fase de secado, los tejidos se cu-
bren con una emulsién fotografica rigida radio-
sensible cuyo revelado, tras un adecuado tiempo
de exposicién, permite obtener una imagen his-
tica: el autorradiograma. En esta imagen, com-
puesta de granos de plata originados en la emul-
sidn por la emisién de electrones por parte de
la molécula radiactiva, la intensidad de gris —
densidad éptica— es, por tanto proporcional a
la cantidad de radiactividad fijada47 (fig. 1).
Como se discutird ampliamente mas adelante,
mediante la utilizacion de curvas de calibracién
y sistemas computadorizados de analisis épti-
co es posible cuantificar la densidad de recep-

tores en cada 4rea con el nivel de resolucién del
microscopio dptico®!, El procedimiento descri-
to constituye lo que habitualmente se conoce
como autorradiografia in vitro, a diferencia del
marcaje in vivo, en el cual se administra el li-
gando radiactivo al ser vivo, sacrificAndolo pos-
teriormente y obteniendo el tejido problema que
es entonces cortado y expuesto a la emulsién
bajo las condiciones ya citadas. El procedimiento
de marcaje autorradiografico in vivo presenta
grandes limitaciones* y es poco usado, por lo
que no nos referiremos especificamente a él en
esta revisién.

A

Fig. 1. Distribucion autorradiogréfica de receptores se-
rotonérgicos 5-HT; en el cerebro de rata (A) y de re-
ceptores muscarinicos colinérgicos en cerebro huma-
no, a la altura de los ganglios basales (B). Las 4reas
oscuras son aquéllas ricas en fijacion radiactiva. N6-
tese la alta densidad de receptores 5-HT; en el hipo-
campo (H) y las ldminas IV-VI del neocdrtex (Cx) de
rata, en contraste con la escasa densidad en las 13-
minas cerebelosas (Cb). En el ser humano, se ilustra
la riqueza de receptores muscarinicos en el caudado
(C), putamen (P) y claustro (Cl), frente a su esca-
sez en el globo pdlido (GP). Imdgenes magnificadas
Ix7A)ylx2(B).
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Fig. 2. Densidades 6p-
ticas obtenidas al expo-
ner a la emulsién una
concentracion determi-
nada de 4C (A) y de
3H (B), en funcién del
espesor de la seccion
histica expuesta. Se
observa que pequerias
modificaciones en el
espesor generan gran-
des cambios de densi-
dad dptica para el 14C,
mientras no hay varia-
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ciones relevantes para
el 3H. (Tomada de J.M.
Alexander et al 13, con
autorizacion.)
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Valoracién de resultados
autorradiograficos: analisis farmacolégicos
y andlisis densitométricos

De lo expuesto hasta aqui, se deduce que la
técnica de marcaje autorradiografico de recep-
tores proporciona un alto nivel de informacién
morfoldgica, manteniendo las posibilidades de
caracterizacion bioquimica. Ello ha dado lugar
a la aplicacién de esta técnica desde dos pers-
pectivas muy diferentes: el uso de los principios
de binding como nueva herramienta para iden-
tificar la distribucion anatémica microscépica de
un receptor (estudios de mapeo)*, y el aprove-
chamiento de la mayor resolucién morfoldgica
como un factor mas en el momento de analizar
con detalle las propiedades del receptor!! (es-
tudios farmacolégicos). Por otra parte, la obten-
cién de autorradiogramas estd intimamente li-
gada a los problemas de la densitometria, del

analisis de imagenes y de la microscopial?. Por
tanto, al abordar los problemas relacionados con
el andlisis de datos en estudios de autorradio-
grafia, es inevitable hacerlo a dos niveles dife-
rentes: el nivel de la informacién sobre las ca-
racteristicas farmacolégicas del receptor mar-
cado y el nivel dptico de la interaccion radioli-
gando-emulsion y las diversas variables densito-
métricas que aparecen a partir de dicha interac-
cién y que permiten la cuantificacion del auto-
rradiograma.

Factores diferenciales en la generacion
del autorradiograma: radioligandos
y emulsiones

El proceso de formacion del autorradiograma
depende en gran medida del tipo de isétopo uti-
lizado. Como queda reflejado en la tabla |, exis-
ten importantes diferencias entre los isétopos en

, TABLA|
PROPIEDADES FISICAS DE LOS ISOTOPOS RADIACTIVOS
< 75 PARTICULA ENERGIA
ISOTOPO (dias) EMITIDA (KE V)
3H 4,5x 103 8 18,6
14C 19,6 x 105 B 156
355 87,4 167
125 60,0 e. extranucl. 2,7 (28 %)
Radiologia 3,6 (49 %)
22,5 (14 %)
31,0 (7 %)
34,3 (2 %)
32p 14,3 B 1.709
* Vida media.
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lo referente a la vida media, tipo de emisidn y,
lo que es mas importante, energia méaxima. Una
alta energia implica un gran poder de penetra-
cién a través del tejido y, en virtud de ello, un
menor nivel de resolucion anatémical314, Esto
supone una seria limitacién para utilizar iséto-
pos tales como 14C, 35S0, 32P. Ademds, su ele-
vada capacidad de penetracién origina que mi-
nimas variaciones en el espesor de la seccién
histica pueden dar lugar a errores importantes
en el proceso de cuantificacion (véase mds ade-
lante). En contraste con esto, los radioligandos
tritiados, por poseer una energia muy baja,
tienen un escaso poder de penetracién
—alrededor de 5-7 um— 10 que les confiere un
alto nivel de resolucién anatémica y un amplio
margen de seguridad en cuanto a variaciones
en el espesor de la seccién! (fig. 2). De todo lo
anteriormente expuesto se deduce que, desde
el punto de vista de resolucién, el 3H presenta
indudables ventajas para los estudios autorra-
diogréficos. Sin embargo, el empleo de ligan-
dos tritiados presenta dos limitaciones impor-
tantes: a) la necesidad de exponer los tejidos
a la emulsién durante largos perfodos de tiem-
po, debido a su baja energia, y b) la atenuacién
diferencial de la emisién energética en funcién
de la composicién quimica del tejido que emi-
te la particula 8, por ejemplo, substancia gris
frente a substancia blanca en el sistema ner-
vioso. Ambos problemas se comentaran en pro-
fundidad mas adelante.

Estos problemas han sido parcialmente re-
sueltos con el uso de radioligandos yodados,
cuya energia maxima (tabla 1) permite todavia
un nivel de resolucién adecuado, Estos radioli-
gandos requieren periodos de exposicién mu-
cho mas cortos y no presentan el problema de
la diferente absorcidn en funcién de la compo-
sicién quimica histica®.

En cuanto a la emulsién fotogréfica rigida donde
se genera la imagen autorradiogréfica, puede
tratarse de colocar en un portacbjetos muestras
individuales impregnadas en emulsiones liquidas,
por ejemplo, Kodak NTB3 (coverslip) o de filmes
radiosensibles especialmente disefiados para fa-
vorecer la autorradiograffa con tritio. Aunque el
método del coverslip parece poseer un grado
de resolucién ligeramente mayor al obtenido con
el filme4’, la necesidad de procesar individual-
mente cada seccidn enlentece extraordinaria-
mente el proceso de generacién de autorradio-
gramas y dificulta su cuantificacién. Por ello, en
este momento la gran mayoria de estudios de
marcaje de receptores por autorradiografia se
realizan utilizando el método del filme.
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Fig. 3. A) Relacion entre el nivel de radiactividad ex-
puesto por unidad de tiempo y la densidad dptica ob-
tenida. B) Transformacion logaritmica de la relacion
arg‘er/on (Tomada de J.R. Unnerstall*?, con autoriza-
cion.)

Debido a la escasa energia de los ligandos tri-
tiados, no es posible utilizar filmes radiolégicos
convencionales, porque las particulas beta no
atraviesan la pelicula protectora externa de di-
chos filmes. Por ello se recurre a l|aminas espe-
ciales, sin pelicula protectora, de las cuales exis-
ten solamente dos en el mercado: el 3H-Ultro-
film (LKB)015 y el Hyperfilm3H (Amersham).
Las propiedades de ambos filmes son muy si-
milares, consiguiendo una resolucién muy alta
en tejidos incubados con ligandos tritiados.

En 1982 Unnerstall et all2 estudiaron el com-
portamiento o respuesta del filme a la cantidad
de radiactividad, es decir, la relacién entre la
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Fig. 4. Imagen autorradiogréfica de una serie de es-
tandares de pasta cerebral de materia gris montados
sobre portaobjetos gelatinizados y expuestos a 3H-
Ultrofilm durante 5 dias. A-H corresponden a las can-
tidades de radiactividad descritas del 1 al 8 en la ta-
bla Il. | representa el background del filme. (Tomada
de J.R. Unnerstall et a2, con autorizacion.)

concentracién de la radiactividad presente en
el tejido y la densidad dptica (DO) generada en
el filme. Para ello, expusieron, a diversos tiem-
pos, secciones histicas que contenian diferen-
tes cantidades de una substancia tritiada (me-
didas previamente por centelleo en secciones
consecutivas a las anteriores), y valoraron por
densitometria el marcaje obtenido. Como se
muestra en la figura 3, la relacidn existente en-
tre la densidad dptica y el factor «exposicién»
(radiactividad/mg tejido x tiempo) es una hipér-
bola que se transforma en recta cuando se re-
laciona con el log exposicion (DO = 0,0017 x
exposicién0.8090)
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Sin embargo, dicha transformacién no es vali-
da en las zonas de densidad éptica muy alta y
muy baja. Este hecho ilustra la peculiar respues-
ta del filme a la radiactividad'. Estos estudios
permitieron desarrollar ecuaciones para calcular
el periodo de exposicion de un tejido determina-
do, pero, sobre todo, fueron el inicio de los siste-
mas de estandarizacién y cuantificacion autorra-
diogréfica que revisamos a continuacion.

Problemas ligados a la cuantificacion
de autorradiogramas

El proceso de cuantificaciéon de autorradiogra-
mas se basa en la asuncién del principio segin
el cual, el nivel de densidad dptica —facilmente
valorable con un densitémetro— esté relaciona-
do con la cantidad de radiactividad presente en
el tejido. Como se ha expuesto anteriormente,
esta relacion empezd a estudiarse al valorar la
respuesta del filme a la radiactividad?2, Sin em-
bargo, un intento serio de cuantificacién reque-
ria la existencia de tejidos patrédn, es decir, teji-
dos que contuviesen concentraciones conocidas
de radiactividad que pudieran exponerse al fil-
me conjuntamente con los tejidos experimen-
tales, permitiendo la realizacion de un calibra-
do. Por esta razdn, Unnerstall et all2, en 1982,
disenaron una serie de estandares o patrones
elaborados con una mezcla de pasta de cere-
bro y concentraciones crecientes de un radioli-
gando tritiado volatil. Tras su desecacién y com-
pactacion, estos bloques fueron cortados y
montados sobre portas, lo que permitié su ex-
posicién al filme y el andlisis densitométrico de
su respuesta (fig. 4). Al mismo tiempo, se con-
taron por centelleo las concentraciones reales
de radiactividad y se determiné el contenido de
proteinas. En la figura 5 se observa que existe
una relacién lineal entre el In de la densidad 6p-
ticay el In de la concentracién de radiactividad
presente en los estandares. De esta forma, la
aplicacion combinada de la densitometria cuan-
titativa y el manejo de patrones estandar supu-
so el comienzo de la verdadera autorradiogra-
fla cuantitativa de receptores®12,

Sin embargo, existe una serie de limitaciones
y problemas en el proceso de cuantificacién
autorradiografica. Estas limitaciones se refieren
fundamentalmente a los fenémenos de autoab-
sorcion diferencial (quenching), estados de so-
bre o infraexposicién y homogeneidad del gris
de base.

Como ya se ha comentado, debido a la baja
energia de emisién del tritio se produce un fe-
noémeno de absorcién por parte del tejido y esta
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absorcién depende de la densidad histica®. En
el cerebro, dado que la substancia blanca es
mas densa que la gris, esta Ultima absorberd
proporcionalmente menos rayos 8 que la prime-
ra. Como consecuencia de ello, no es posible
analizar cuantitativamente las densidades auto-
rradiogréficas en substancia gris y substancia
blanca con un mismo patrén de calibracién
(fig. 5), lo que ha obligado a la fabricacién de
patrones selectivos de ambas substancias®. Sin
embargo, esta medida no resuelve totalmente
el problema de la influencia del quenching di-
ferencial sobre la cuantificacion de autorradio-
gramas, ya que a lo largo del cerebro se encuen-
tran nucleos que presentan diferentes propor-
ciones de substancia gris y blanca. Para obviar
esto, se han propuesto diversos sistemas:

1. Eliminacién de los lipidos histicos previa a la

incubacién, mediante extraccién con clorofor-
mol6, tratamiento con alcohol'’-18, etc. Al mo-
dificar la densidad histica, estos procesos redu-
cen la absorcién diferencial®16.18, Sin embargo,
los métodos de deslipidacién no pueden apli-
carse a veces a los tejidos, dependiendo del |i-
gando con el que se pretenda incubarlos.
2. Obtencién, mediante los procedimientos an-
teriores, de un mapa de factores de correccién
para cada nucleo cerebral que refleje las varia-
ciones anatémicasls,
3. Pretratamiento radiactivo de los portaobjetos
sobre los que van a montarse los tejidos, redu-
ciendo asf la atenuacién diferencial®,
Mediante estos procedimientos se ha palia-
do en gran medida el fenémeno del quenching
regional al usar ligandos tritiados. Por supues-
to, este problema no existe con el empleo de ra-

TABLA Il
CONCENTRACION DE RADIACTIVIDAD EN LOS DIVERSOS PATRONES (DPM/MG x 103)

Polimero pléstico

No PASTA CEREBRAL POLIMERD EQUIVALENTE HISTICO EQUIVALENTE HISTICO COEFICIENTE DE
' (SUBSTANCIA GRIS) TEORICO CALIBRADO" EQUIVALENCIAS**

1 113 242 72,6 73,3 0,99

2 31 202 63,4 61,0 1,04

3 20 165 53,9 52,8 1,02

4 12,2 121 41,4 36,3 1,14

5 2,1 74 27,1 25,8 1,05

6 0,9 42 17,2 19,3 0,89

7 0,7 27 10,8 14,4 0,75

8 0,6 7 2,9 4,3 0,67

* Calibrados con los patrones de pasta gris.

** Relacién equivalente histico tedrico/equivalente histico calibrado.

67



A. BADIA, A. DOMINGUEZ - GIL, .. GARZON

A Su@ ChP

Fig. 6. llustracion de desplazamientos selectivos
por autorradiografia. A muestra la fijacién de 3SH-5-HT
en una seccion de cerebro de rata. B corresponde a
una seccion consecutiva, incubada en presencia de
10-8M (—)21009 y C, una tercera incubada con
10~"M 8-OH-DPAT. Se observa en B cémo (—)21009
inhibe la fijacion de 3H-5-HT en el subiculo (S), la
substancia negra (SNR) y el coliculo superior (SuG),
sin afectar al giro dentado del hipocampo (DG). En
C. 8-OH-DFAT presenta el patrdn opuesto. Areas como
el hipocampo son areas ricas en receptores 5-HTja,
mientras que el subiculo y la substancia negra estan
enriquecidos en receptores 5-HTg. Tomada de A.
Pazos y J.M. Palacios'®, con autorizacion.)

dioligandos yodados pues, debido a su mayor
energia, sufren un nivel de absorcion casi des-
preciable (fig. 5 ¢).

Recientemente, se ha afiadido un nuevo fac-
tor a tener en cuenta en relacién con la autoab-
sorcién diferencial: la dificultad de fabricar re-
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petidamente patrones (estandares) de pasta cere-
bral ha dado lugar a la aparicién de diversas se-
ries de patrones comerciales, realizados mediante
la mezcla de cantidades crecientes de radiactivi-
dad con un polimeroc de metacrilato pulverizado.
Mientras que la aparicién de estos patrones co-
merciales ha hecho posible la elaboracién adicio-
nal de estandares de 13|, ha planteado en cam-
bio el problema de su falta de sensibilidad frente
a los fenémenos de guenching para el 3H vya
que el polimero no posee substancia gris ni blan-
¢ad9, En un intento de obviar esto se ha inten-
tado extrapolar su valor de equivalencia tisular a
base de recalibrarlos con patrones de pasta. Sin
embargo, los valores obtenidos en estas extrapo-
laciones no son siempre equiparables, puesto
que dependen del grupo de patrones cerebrales
usado, tal y como se ilustra en la tabla Il.

Otro factor que puede interferir en el proceso
de cuantificacion autorradiografica es el hecho
de que el periodo de exposicién sea demasia-
do corto (infraexposicién) o demasiado largo (so-
breexposicion), ya que, como ya se ha resefa-
do, cuando la densidad éptica se encuentra en
niveles extremos, 1a respuesta del filme es dife-
rente (fig. 3). Estos errores pueden evitarse con
el calculo previo del perfodo de exposicion ted-
rico a partir de la férmula:

2,5x10°

exposicién (dias) =——= 2=
DPM/mg tejido
obtenida a partir de la ecuacién de respuesta
del filme!2,

El Ultimo factor que debe tenerse en cuenta
al proceder la cuantificacién densitométrica de
un autorradiograma es el nivel de gris basal del
filme, habitualmente conocido como back-
ground, que puede variar sensiblemente de un
filme a otro. Estas variaciones deben cuantifi-
carse siempre con el fin de corregir adecuada-
mente las medidas de densidad.

En la actualidad todos los procesos y célcu-
los citados en este apartado se realizan habitual-
mente mediante el uso de sistemas computa-
dorizados de andlisis de imagenes*®. Estos
sistemas constan esencialmente de un densi-
témetro, un macroscopio acoplado a una cama-
ra de alta resolucién y un ordenador. Una vez
localizada y amplificada el &rea a medir, ésta es
seleccionada mediante un I&piz o tablero sen-
sible a la luz, procediendo a cuantificar su den-
sidad dptica, a partir de una escala de gris cuya
numeracién de 0 a 256 valora la transmitancia
(inversa a la densidad Optica). La previa cuanti-
ficacién de los patrones (estdndares) y del gris



ANALISIS DE DATOS EN ESTUDIOS DE RECEPTORES POR AUTORRADIOGRAFIA

basal, permite la cuantificacién absoluta en mo-
les/unidad de tejido o de proteina en cada drea
microscopica®®. Existen complejos programas
de ordenador que realizan todas las transforma-
ciones secuenciales con un alto grado de velo-
cidad y precisién.

El uso de estos sistemas de andlisis de ima-
genes permite igualmente la conversién de los
autorradiogramas en imagenes en escala de co-
lores. De esta forma se substituye el patrén
blanco-negro, por una gama opcional de colo-
res, que permite una mejor diferenciacién de
los distintos niveles de densidad, y una cuanti-
ficacién més selectiva.

Analisis de datos autorradiograficos
en relacion con problemas farmacolégicos

Como se ha comentado al principio, las téc-
nicas autorradiogréaficas de receptores compar-
ten los mismos principios fundamentales que
las de fijacién a membranas (binding). Esto quie-
re decir que, aparte de la aplicacion meramente
anatémica de realizacién de mapeos microscéd-
picos de receptores, bien sea en el animal41?
0 en el ser humano%20, estas técnicas permi-
ten la realizacién de estudios de saturacidn, ci-
nética y competicién con el mismo desarrollo
que en binding, ganando ademas el factor de
resolucién morfoldgica. La aplicacién de los sis-
temas computadorizados de anélisis de image-
nes permite ademas el tratamiento simultaneo
de los datos con los programas existentes para
valorar representaciones de Scatchard, curvas
de desplazamiento, etc. Por tanto, para cada
area microscopica se obtendran valores de Kp,
Bmax, Ki, etc. La realizacién de estos estudios
y el andlisis de los datos resultantes plantea toda
una serie de problemas que, por ser totalmen-
te similares a los de estudios de binding y ha-
ber sido ya tratados por otros autores en esta
contribucién, no pasaremos a comentar. Sin
embargo, hay un aspecto donde la aplicacién
de técnicas autorradiograficas ha permitido no
sélo reproducir los estudios de fijacién sino me-
jorarlos de forma relevante: la discriminacién de
subtipos de receptores.

Como ejemplo, se puede describir el tipo de
estudios que permitié la caracterizacién deta-
llada de los diversos subtivos de receptores se-
rotonérgicos 5-HT, en el cerebro de rata. Me-
diante estudios de fijacién se habfa propuesto
la existencia de tres subtipos diferentes de este
receptor (5-HT1a, 5-HTig, 5-HT1c). Sin embar-
go, la informacién facilitada por dichos estudios
en cuanto a propiedades farmacolégicas y dis-
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Fig. 7. Curvas de competicion frente a la SH-5-HT en
secciones de cerebro de rata, medidas por autorra-
diografia en el giro dentado del hipacampao (O), el su-
biculo dorsal (@) y el plexo coroideo ((1). A: Despla-
zamientos por 8-OH-DPAT; B: (—)21009; C: mesulergi-
na. (Tomada de A. Pazos y J.M. Palacios®, con auto-
rizacién.)

tribucién de cada subtipo era muy limita-
dall192l Por esta razén, se disenaron experi-
mentos de competicidén autorradiogréfica incu-
bando secciones consecutivas de una misma re-
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TABLA 1lI
AFINIDADES (K*) DE DIVERSOS FARMACOS FRENTE A 3H-5HT EN DIFERENTES AREAS
DEL CEREBRO DE RATA, MEDIDAS POR AUTORRADIOGRAFIA™ *

AREA CEREBRAL

FARMACO ~ SUBICULO  SUBSTANCIA NEGRA  SEPTO LATERAL  HIPOCAMPO, CA;  PLEXOS COROIDEOS

8-0H-DPAT > 3.000 > 5,000 19,2 48 > 4.000

(—) 21 009 0,6 0,9 6,0 7.2 > 4,000

LSD 299 449 ND*** 3,6 41

Mianserina 1437 ND > 1.000 269,8 136

Mesulergina > 5.000 > 3,000 1.000 > 1.000 11,8
*nM.

**Tomada de A. Pazos y J.M. Palacios!®, con modificaciones.

*** No determinado.

gién anatdmica en presencia de 3H-5-HT y de
concentraciones crecientes de substancias no
marcadas que habian sido propuestas como
«selectivas de subtipo»19, Mediante este dise-
fio se pudieron construir curvas cuantitativas de
competicidn en las diferentes areas microsco-
picas, identificando asf nicleos o estructuras en-
riguecidas en un solo subtipo de receptor
5-HT,1L19 [a construccion de estas curvas
mediante densitometria computadorizada per-
mitid ademds la identificacién selectiva de cada
subtipo. En la figura 6 se muestra una imagen
puntual densitométrica de dos de estos despla-
zamientos, mientras que en la figura 7 se reco-
gen las curvas completas en diferentes dreas
cerebrales. En ambas puede observarse cémo
la fijacién de la 3H-5-HT en el giro dentado hi-
pocampal fue desplazada con buena afinidad
por la 8-OH-2-di-n-propilamino-tetralina (8-OH-
DPAT), un compuesto propuesto como 5-HTa-
selectivo, pero no por el (—)21009 (4-3-ter-butil-
amino-2-hidroxipropoxi-indol-isopropilester) ni
por la mesulergina, propuestos como 5-HT g y
5-HTc-selectivos, respectivamente. En el subi-
culo dorsal, el binding fue inhibido con aita afi-
nidad por (—) 21009 pero no por los otros
2 compuestos. Finalmente, en los plexos coroi-
deos, mientras la mesulergina desplazé con afi-
nidad nanomolar la fijacién de 3H-5-HT, tanto
la 8-OH-DPAT como el (—)21009 fueron inac-
tivos. De esta forma, se pudieron identificar re-
giones anatémicas exclusivamente enriquecidas
en un subtipo de receptor, permutando asi el
estudio detallado de sus propiedades farmaco-
l6gicas (tabla 111), con una precisién dificil de
conseguir al realizar estudios de binding en te-
jidos disecados manualmentell.19, Este ejem-
ploilustra, pues, la contribucion de las técnicas
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autorradiograficas a la resolucién de problemas
tipicamente farmacolégicos, como es la discri-
minacion de subtipos de receptores.

Los limites de resolucion en el marcaje
autorradiografico de receptores

Un dltimo aspecto intimamente ligado a la va-
loracién de los datos cuantitativos en estudios
autorradiogréficos es el que hace referencia al
nivel maximo de resolucién alcanzable. A pe-
sar de los intentos realizados, hasta ahora este
nivel méaximo se corresponde con la resolucién
del microscopio 6ptico®. La localizacién auto-
rradiogréfica de receptores a nivel de micros-
copia electrénica, ademéas de estar limitada por
la reversibilidad de la unién ligando-receptor, se
enfrenta con la dificultad en adscribir las zonas
de fijacién detectadas a una determinada region
sindptica, debido a la amplitud de las 4reas de
probabilidad de localizacién de la radiactividad.
Aunque se estan desarrollando métodos que
permiten la resolucién de estos problemas, es
razonable pensar que una mayor resolucién
anatémica en la localizacién de receptores ven-
dré fundamentalmente de la mano de estudios
inmunohistoquimicos?.
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J.M. PEINADO: Quisiera preguntar al Dr. Pazos
si esta técnica distingue bien los distintos ti-
pos de receptores y si permite diferenciar en-
tre receptores y sistemas recaptacién.

A. PAZOS: Depende del radioligando que se uti-
lice. Si el tejido se incuba con un radioligando
gue reconoce un sistema de captacién, como
podria ser, aunque esto también es motivo de
controversia, la imipramina, que marca el sis-
tema de captacién serotoninérgico, se marca-
rfa el lugar de recaptacion. Lo mismo ocurre
con el binding. Todo depende de la selectivi-
dad del radioligando por el que se pretende
marcar.

F. BARTUREN: Querfa plantear tres preguntas.
Desde el punto de vista anatémico esta claro
que la autorradiograffa aporta, en comparacién
con el binding, datos més fiables en cuanto

a la resolucién. ;Hasta qué punto se han de-
sarrollado técnicas de micrascaopia electrdni-
ca? Cabe pensar que tedricamente podrian
aportar muchos datos orientados a la locali-
zacioén de la hendidura sinaptica, por ejemplo,
aungue esto a su vez entrafaria muchos pro-
blemas técnicos en cuanto a la preparacion
de las muestras. La segunda pregunta tiene
un enfoque farmacolégico. La autorradiogra-
fla obliga a congelar el tejido en secciones.
iHasta qué punto, dependiendo de los siste-
mas, esto puede reducir la fijacion especifica
y llegar a enmascarar alteraciones que podrian
observarse en fresco?

La tercera cuestién que queria plantear es que
la autorradiografia se estéd empleando de cara
a discriminar posibles implicaciones etiopato-
génicas de receptores.
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De hecho, usted la esta utilizando en el estu-
dio de enfermedades degenerativas. Estos
trastornos degenerativos muchas veces impli-
can alteraciones de la densidad celular o in-
cluso de la distribucién de la grasa, lo cual po-
dria alterar los resultados con respecto a la
situacién basal.

A. PAZOS: Empezando por la Ultima, efectiva-
mente, cuando uno realiza un estudio auto-
rradiogréafico de receptores en un tejido afec-
to de una enfermedad degenerativa debe
disponer al mismo tiempo de un estudio ana-
tomopatoldgico que le permita conocer cudl
era la integridad de dicho tejido, por ejemplo
si el contenido en grasa estaba o no conser-
vado y en general hay que estar muy seguro
de que el trastorno degenerativo no ha modi-
ficado caracteristicas del tejido que a su vez
puedan alterar la respuesta de receptor. Eso
a veces es complicado pero desde luego es
factible, ya que cuando se hacen este tipo de
estudios siempre hay una parte del tejido que
se utiliza para el estudio autorradiogréfico y
otra parte que se utiliza para estudios de tipo
anatomopatoldgico, incluso neuroguimico.
En cuanto a la pregunta relativa a la micros-
copia electrénica, éste es un aspecto sobre el
cual diversos grupos llevan varios afios traba-
jando para lograr localizar el receptor no sélo
a nivel éptico sino también a nivel subcelular,
y por ahora la respuesta no es satisfactoria de-
bido a dos tipos de problemas. En primer lu-
gar existen problemas técnicos ligados al ra-
dioligando; por ejemplo, sélo se podria hacer
con radioligandos irreversibles debido al tipo
de manipulacién a gue posteriormente se so-
meten las muestras para su observacion con
microscopia electrénica; hay también otros
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problemas ligados a la obtencién de las mues-
tras de tejidos. Ademas, la propia técnica de
la microscopia electrénica localiza las estruc-
turas con un limite de probabilidad y, segin
mi informacién, no se ha llegado todavia a te-
ner una imagen precisa del receptor justo a
nivel de la sinapsis.

En cuanto a la congelacién, efectivamente éste
es un problema a tener en cuenta. Lo Unico
que puedo decirle es que para bastantes re-
ceptores se han comparado en un mismo terri-
torio las técnicas de binding y de autorradio-
grafia y los valores de Kq4 son absolutamente
comparables mientras que los valores de
Bmax muestran una discreta variacién a favor
del estudio autorradiogréafico, lo cual tampo-
co resulta sorprendente teniendo en cuenta
que el proceso de preparacion de la membra-
na en el binding puede no tener una efectivi-
dad del 100%. En cualguier caso no puede
descartarse que para algun receptor el pro-
ceso de congelacion sea critico.

A. SANCHEZ-GARCIA: Los experimentos auto-

rradiogréaficos tienden a utilizarse aparente-
mente para localizar la zona concreta donde
se encuentra uno y otro tipo de receptor. ; Qué
opinién le merece esta practica?

A. PAZOS: Todos los sistemas de andlisis dptico

que aqui se han comentado se basan en la
digitalizacién de la imagen, es decir, lo primero
que hace el sistema después de medir los es-
tdndares es digitalizar la imagen autorradio-
gréfica que uno le proyecta en el monitor con
el nivel de amplificacion elegido, y a partir de
ahi los sistemas cambian: algunos permiten
seleccionar microdreas concretas dentro de
esta imagen digitalizada, en otros ocurre al re-
vés, es decir, se digitalizan primero microdreas.





