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ABREVIATURAS
g .- gravedad. Medida de accleracion centrifuga,
cm .- centimetros.
min. .- minutos.
5 .- segundo {s).
h .- hora (s).
? C .- grados centigrados.
mg .- miligramos.
HE .- MICTOZrAMos.
M .- Concentracién milimolar = milimoles { litro.
pM .- Concentracidn micromolar = mi;:romo]cs / titro.
nM .- Concentracién nanomelar = nanomoles / litro.
M .- concentracidn femtomolar = femtomotes / litro.
fmol/mg prot. .- femtomoles por miligramo de proteina.
{JH]- .- Triliado; presencia dei isdtope radiactivo tritio formando parte de una molécula.
D, .- Receptores dopaminérgicos de la familia D2 (D2, D3 y D4),
SHT .- Receptores serotoninérgicos.
ACTH .- hormona adrenoconticotropina.
Kd .- Constante de disociacion.
Bmax .- Unién méxima del ligando a su recepior.
{+) .- estereoistmero dextro-rotatorio de fa fuz polarizada.

(-} .- .- estereoisOinero levo-rotatorio de la luz polarizada.




Firmacos

Haloperido! .- Antipsicotico de la failia de las butirofenonas.

Espiroperidol .- Antipsicotico de la familia de as bulirofenonas.

Butaclamol .- Antipsictico del que exisien dos enantiémeros (con estereoisomeria Gptica).
Ketanserina .- Antagonisia serotoninérgico, bloquea los receptores SHT-.

Imipramina .- Antidepresivo, bloqueador de ta recaptura de aminas biologicas, particularmente
noradrenalina y serotonina.

Perfenazina .- Antipsicotico de la familia de las fenotiacinas.

GLOSARIO
Antipsichtico - (generalmente se acepta como sindnimo de neuroléptico) droga que produce una disminucidn
de los sintomas psicdticos en un mediano plazo (2-a 6 semnanas). Se acepta que son efeclivos para mejorar los
sintomas positivos de la esquizofrenia como: aluciraciones ¢ idezcion delirantes; sin embargo, son poco
efectivos para los sintomas negativos como: el retraimiento y ¢l aplanamiento afectivo.

Acatisia - signo neuroldgico en el cual os sujetos muestran movimiento constantemente, con dificultad para
dejar de moverse voluntariamente. Puede ser producido por firmacos antipsicéticos.

Acinesia .- sin moilidad.

Afinidad - facilidad para el reconocimiento de una molécula por otra. La mayor afinidad en 1a interaccidn
ligando — receptor, se observa en ¢l reconocimiento (interaccion) de una molécula a concentraciones muy
bajas de esta. y compitiendo con otras moléculas semejantes.

Agonista - molécula que al unirse al receptor celular, fo activa.

Antagonista - molécula que al unirse con un receptor, impide su activacion.

Bimoda! - perfil de variaciones diurnas que presenta dos picos de actividad méxima.

Caralepsia - incapacidad de un sujeto experimental para corregir una postura impuesta. En clinica, es una
posicion (generalmente anormal) mantenida por el sujeto durante tiempos relativamente largos.

Ciclo - cada uno de los intervalos de tiempo que se suceden unes a otros y que tienen las mismas
caracteristicas. ’

Circadiano .- (circa - cercano a; dia - 24 horas) Término acuilado por Halberg (1959) para definir los
fendmenos que ocurren con un periodo cercano a las 24 horas, originados en forma endbgena.

Constante de disociacion .- medida de la afinidad de un receptor por un ligando ¢ grupo de ligandos.

Cronostasia - regulacion de las vaniaciones en e} tiempo de los procesos fisiologicos,



Discinesia .- dificultad para la realizacion de movimicnios voluntarios.

Diurno .- fenémeno que se repite con una periodicidad cercana a 24 horas; en donde no esta dewostrada
claramente una causas endégena. En cl caso de demostrarse una causa endégena para las variaciones diurnas
el ritmo se denomina circadiano.

Enddgeno - evento o fendimeno que ocurre sin causas externas; presupone que estaria siendo generado por
uno o varios clementos dentro del sistema,

Esquizofrenia .- psicosis posiblemente multi-causal, de aparicidn temprana en la vida (pubertad), altamente
incapacitante. Se reconocen 5 subtipos: paranoide, catatonica, hebefrénica, desorganizada ¢ indiferenciada.

Fase - momento en el Liempo seleccionado arbitrafiamente para comparar una secuencia temporal con ella
misma o con otra. Generalmente se toma ¢] momento de mayor actividad de 1a variable en estudio,
definiendose como acrofase.

Frecuencia - ninnero de oscilaciones de un movimiento vibratorio en la unidad de tiempo.

Jet-lag - trastorno del ritmo circadiano producido por los viajes transmeridonales.

[nfradiano - variaciones diurnas que ocurren con una periodo mayor de 26 horas. Las variaciones s¢
presentan en lapsos de tiempo mayores a un dia.

Interaccion ligando-receptor (en inglés: binding) - pegado de una molécuta (ligando) a una proteina de
membrana, mediante un fendmeno de reconocimiento seleclivo que puede ocurrir a bajas concentraciones de

la molécula (alta afinidad).

Homeostasia .- estado de equilibrio de las funciones y la composicion quimica de los fluidos v 1¢jidos
corporales. 2) Ei proceso mediante ¢l cual se mantiene el equilibrio corporal.

Ligando - motécula que interacciona con un receptor en concentraciones muy bajas, to que obliga a que haya
un reconocimiento “espacial” por parte del receptor hacia el ligando.

Neuroléptico - (se toma como sindnimo de antipsicdtico) Droga generalmente wtilizada en el tratamiento de
los sintomas psicotices, y que produce traslornos del movimiento; generalmenie un sindrome extrapiramidal
semejante a la enfermedad de Parkinson.

WNeurotransimisor - molécula liberada por las terminales sindpticas para comunicar una ¢élula con la
siguiente dentro de un circuito neural.

Nictaneral .- evento que ocurre en el dia y la noche.

Oscilador .- elemento que presenta variaciones en el tiempo v cuya funcién participa de alguna manera en la
regulacion temporal de un sistema.

Orden .- disposicién regular de los elementos de un sistema.
Organizacion .- disposicién ordenada en tiempo y espacio de tos organos de la vida.

Parkinsonismo .- sintomas semejantes a los de 1a enfermedad de Parkinson, producidos por farmacos
antipsicoticos.




Periodo - (icmpo que tarda un evenio en repetirse - kapso de tiempo en ¢l que sc completa un ciclo.

Psicoeslimulantes - drogas que estitnulan la actividad, como el metilfenidato o las amfetaminas. Su
mecanisino de accion es la liberacion de catecotaminas en el sistema nervioso.

Radioligando .- molécula que interacciona con un receptor bioldgico, a la que se fe adiciona un trazador
radiactivo para medir la interaccién ligando - receptor.

Receptor - proteina con la propicdad de reconocimiento inolecular especifico, que ademas produce un efecto
en ia célula “receptora”, como consecuencia de la interaccion con la molécula que reconoce.

Ritmo .- orden en ¢l que se articulan los elementos o fendmenos periddicos. Relacionado con la frecuencia y
orden de repeticidn de un evento en ei tiempo.

Sedacién .- accién farmacolégica conseguida por los sedantes, que consiste en tranquilizar o disminuir la
excitacion nerviosa.

Selectividad .- preferencia de interaccion entre dos cuerpos o moléculas.

Sintomas extrapiramidales - sintomas relacionados con la disfuncidn de los ganglios basales del sistema
nervioso de mamiferos. Consisten en temblor, discinecia, acatisia, signo de 1a rueda dentada, ngidez
muscular, hiperreflexia, y distonia.

Teleoldgico .- fendmeno del cual se infiere un propasilo.

Trastorno bipolar - enfermedad de tipo psiquidtrico en fa cuat un sujeto presenta episodios de depresion y
episodios de mania alternadamente. Se conoce también como psicosis maniaco-depresiva.

Ultradiano - variaciones diurnas que ocurren con una periodo menor de 22 horas. Las vartaciones se
presentan en lapsos de tiempo menores a un dia.

Unimodal - perfil de variaciones diurnas o circadianas en las que ¢ observa un solo pico de actividad
maxima.

Variaciones diurnas - similar a variaciones nictamerales. Cambios producidos en el transcurso de un dia. Se
denominan variaciones diurnas a las variaciones que no han sido caracterizadas completaimente como
circadianas,



RESUMEN

En el sistema nervioso central se han descrito variaciones diurnas en la mayoria de
los sistemas de neurotransmision, Para la dopamina, se habian encontrado variaciones
diumas en la concentracion, asi como la liberacién, y la densidad de los receptores D,
dopaminérgicos. Sin embargo, estas variaciones habian sido determinadas solamente en el
estriado, y se desconocia la existencia de variaciones diurnas en otros sistemas
dopaminérgicos Por este motivo, en este estudio se determinaron las variaciones diurnas de
los receptores dopaminérgicos D, de la corteza frontal, del estriado, del complejo
amigdalino, y dei cerebelo de fa rata, mediante el pegado de [*H]-espiroperidol. Salvo el
cerebelo que se utilizd como estructura control, en estas regiones encontramos una relacion
lineal entre el aumento de la cantidad de tejido en los experimentos y el incremento en el
pegado especifico de [3H]-espiroperidol, lo que es indicativo de la presencia de estos
receptores.

El pegado de [*H]-espiroperidol a los receptores D, dopaminégicos mostrd
variaciones a lo largo del dia, dependiendo de la regidn que se estuviera estudiando. Los
receptores D; del estriado tuvieron un ritmo unimodal, con un maximo a las 00:00 horas. La
corteza frontal tuvo un ritmo bimodal, con picos a las 00:00 y las 12:00 horas, El complejo
amigdalino también mostré un ritmo bimodal, con picos a las 18:00 y las 06:00 horas. Estas
variaciones estuvieron relacionadas con cambios en la densidad de los receptores (Bmax),
mas que con cambios en su afinidad (Kd). La constante de afinidad presentd poca variacién,
mientras que la densidad de los receptores en horas de pico y valle respectivamente, vario de
355 a 245 fmol/mg prot. en el estriado (31 %), 40.5 a 22 fmol/mg prot. en la corteza frontal
(45 %), y 37 a 17 fmol/mg prot. en el complejo amigdalino (54 %). La diferencia en el perfil
de las vanaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos D; en las regiones descritas,
permite suponer que eslos receptores estan regulados por mecanismos independientes entre
una region y otra.

Por otra parte, la catalepsia ha sido uno de los modelos clisicos para estudiar al
sistema dopaminégico nigro-estrial. Nosotros estudiamos el perfil de variaciones diurnas de
catalepsia en un disefio experimental similar al que utilizamos para caracterizar las
variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos D, (experimentos con diferentes
grupos de ammales cada 3 horas, a partir de las 00:00 horas). Con este procedimiento
encontramos que las variaciones diurnas de catalepsia producida por haloperidol (0.13
mg/kg), tuvieron un perfil de variaciones semejante al que mostraron los receptores
dopaminérgicos D; del estriado de la rata. Utilizando dosis mayeres de haloperidol para la
produccion de catalepsia (1.2 mg/kg de peso), encontramos que las variaciones temporales
tuvieron un pico a las 15:00 horas, siendo diferente del perfil de variaciones de los
receptores dopaminégicos Dy, por lo que es posible que el haloperidol a dosis altas active
mecanismos diferentes a los dopaminérgicos para la produccion de la catalepsia.

Los resultados obtenidos indican que los receptores dopaminérgicos D, tienen
variaciones diumas con un perfil temporal propio de cada region cerebral, que pueden
manifestarse en la conducta en la que estos receptores estén involucrados.




ABSTRACT

Diurnal variations have been described for most neurotransmitter systems. A diurnal
rhythm for dopamine concentration, transmitter release, and dopaminergic receptors density has
been characterized in the dopaminergic synapses of central nervous system of the rat. However,
these dopaminergic variations have been only determined in the slnatum while other
dopaminergic systems remaining unexplored. For this reason, we studied by [*H]-spiroperidol
binding whether diurnal variations exist in dopaminergic D; synapses from the frontal cortex,
striatum, amygdaline complex, and cerebellum. With exception to the cerebellum, which was
used as a control structure, we found that in these regions there is a lineal relationship betwcen
the increase in the amount of tissue in the experiments and the increase in the specific PH)-
spiroperidol bmdmg, thus indicating the presence of D; dopaminergic receptors.

) [*H}-spiroperidol binding to D; dopaminergic receptors showed variations along
the day, depending upon the region being studied. Striatal Dy dopaminergic receptors showed
an unimodal rhythm with a peak at 00:00 h. The frontal corex receptors showed a bimodal
rthythm with peaks at 00:00 and 12:00 h. The amygdaline complex also showed a bimodal
rhythm with peaks a1 18:00 and 06:00 h. These vanations were caused by changes in the
receptor density (Bmax) rather than receptor affinity (Kd). The affinity constant showed only
minor variations among peak and through values in all studied structures, whereas receptor
densities in peak and through values respectively varied from 3535 to 245 fmol/mg of protein in
the striatum (31%), from 40.5 to 22 fmol/mg protein in the frontal cortex (45%y), and from 37 to
17 fmol/mg protein in the amigdaline complex (54%). The difference in the profile of diurnal
variations among all the regions described, allows to assume that these receptors are regulated
by independent mechanisms.

On the other hand, catalepsy has been one of the classic models for studying the nigro-
striatal dopaminergic system. We characterized the diurnal variation profile of haloperidol-
induced catalepsy using a similar experimental design to the one we used to characterize the
diurnal variations of the D; dopaminergic receptors. We ran experiments using the four-corck
test with different groups of rats every 3 hours, starting at 00:00 h. With this procedure, we
found diurnal variations in the halopenidol-induced catalepsy {0.13 mg/kg b.w.) with a similar
profile to that of striatal D; dopaminergic receptors. However, when we used higher doses of
haloperidol to induce catalepsy (1.2 mg/kg b.w.), we found an unimodal profile of diurnal
variation with a peak at 15:00 h, which turns out to be different from the rhythm of the D,
dopaminergic receptors. These different rhythms supgest that at higher doses, haloperidol could
activate different mechanisms than at low dose in order to induce catalepsy.

Finally, results indicate that D; dopaminergic receptors have diurnal variations with an
independent temporal variation for each cerebral region, which could influence their behavioral
function.




L. 1. En (el) principio crec Dios los cielos y la tierra,

2. Ahora bien, la tierrg resull sin forma y desierta v habia
oscuridad sobre la superficie de (la) profundidad acuosa; y la
fuerza activa de Dios estaba moviéndose de un lado a otro sobre la
superficie de las aguas. 3. Y procedié Dios a decir: “Llegne a
haber luz”. Entonces Hlegé a haber luz. 4. Después de eso vio Dios
que la luz era buena, y efectud Dios una division entre la luz y la
oscuridad. 5. Y enipezé Dios a llamar la luz dia, pero a la
oscuridad la llamo noche. Y Hego a haber tarde v llegé a haber
maRana, un dia primero.

GENESIS 1, 1-5.

INTRODUCCION
Organizacion vs. orden temporal

La mecénica de los cuerpos celestes le impone un orden temporal a la superficie de
Ia tierra. Los movimientos de traslacion y rotacidon del planeta producen variaciones ciclicas
en las condiciones de luz y temperatura ambientales, El origen y desarrotlo de la vida en un
ambiente que presenta cambios ciclicos con un orden definide, ha condicionado la
organizacion temporal de los mecanismos de subsistencia mediante el proceso de seleccion
natural. Pittendrigh (1993) sugirié que la repeticién ordenada y -por lo mismo- predecible
de los ciclos ambientales, ha sido aprovechada por la materia viva mediante la creacion de
programas temporales innatos que sincronizan las actividades metabolicas, fisiolégicas o
conductuales, adecuadas para anticiparse al cambio ambiental que van a enfrentar. De este
modo, el orden de las vgriaciones ambientales fomenta una organizacion temporal en la
materia viva. Es importante destacar la diferencia entre orden y organizacion que
Pittendrigh (1993) le atribuye a von Neumann: “La organizacion tiene un proposito, el
orden no”. En un planteamiento teleoldgico, el propésito primario de la organizacién
biolégica seria la perpetuacion de la vida misma mediante mecanismos de auto-replicacion.

La organizacidn temporal es una caracteristica fundamental de la materia viva
(Pittendrigh 1993), manifestandose en los cambios ciclicos que se han encontrado en casi
todas las variables fisiologicas estudiadas hasta la fecha (Bunning, 1935; 1963). Las

variaciones ciclicas de los parametros fisiolégicos o conductuales de los seres vivos, fueron




consideradas durante mucho tiempo como respuestas pasivas a la influencia de los cambios
ambientales. No fue sino hasta el siglo XVIII, cuando de Mairan (1729) estudiando los
cambios en la posicion de los apéndices de los heliotropos, encontrd que las variaciones
siguen presentandose aun en ausencia del estimulo solar externo (en obscuridad continua).
Estos resultados fueron confirmados por Pfeffer (1875, 1915), quien ademas encontrd que
el rfitmo de las variaciones no es exactamente de 24 horas cuando se estudia a los
‘organismos en condiciones constantes; desde entonces, se ha venido demostrado que los
organismos vivos presentan variaciones periddicas de naturaleza endogena en la mayoria de
las “constantes” reguladas fisioldgicamente, lo cual implica que alguna parte del individuo
viviente tenga un sistema oscilador que de alguna manera cuantifique el tiempo (Friesen y
Block, 1984}, io que Pittendrigh denomind: reloj biologico (Pittendrigh 1993). Este
oscilador endégenc con funciones de reloj interno es un sistema activo caracteristico de los

organismos vivos, del que depende su organizacion temporal,
Ritmos biologicos

De acuerdo a Aschoff (1981), “la recurrencia de cualguier evento en un sistema
bioldgico con intervalos mds o menos regulares, puede ser considerada un ritmo
biolégice”. Sin embargo, la nocion de “ritmo™ es demasiado vaga para ser util en la
clasificacion de una serie de fendmenos recurrentes que ticnen diferentes mecanismos
subyacentes, por lo que requiere de ciertas restricciones, Segin Aschoff (1981} los ritmos
pueden ser distinguidos de acuerdo a: 1)} sus caracieristicas tales como la frecuencia; 2) el
sistema biologico en el que el ritmo es observado; 3) el tipo de procesos que generan el
ritmo; 0 4) las funciones que este ritmo tiene.

L.os ritmos biolégicos pueden tener un rango muy amplio de unidades de frecuencia,
desde un ciclo por milisegundo hasta un ciclo cada varios afios. Pueden ser observados
desde organelos intracelulares, hasta érganos, tejidos, individuos, y poblaciones completas.
Los ritmos biologicos pueden ser la respuesta a un estimulo periddico ambiental,
denominandose ritmos exdgenos; estos ritmos son analogos a las oscilaciones forzadas de
sistemas pasivos, en los que el sistema oscila bajo la influencia de perturbaciones

periodicas externas, pero la oscilacion cesa al suspenderse las perturbaciones. Algunos



ritmos biologicos pueden ser originados dentro del organismo, por lo que se denominan
ritmos enddgenos. Los ritmos enddgenos son analogos a las oscilaciones autosostenidas de
los sistemas activos, en los que las oscilaciones continGan aunque la fuente de energia
externa se vuelva constante (Aschoff, 1981).

Los ritmos biologicos pueden tener alta variabilidad interindividual, o interespecie,
sin embargo, los ritmos que se encuentran ligados a los ciclos geofisicos, como el dia y la
noche, las mareas, el cicle lunar, y las estaciones del afio, han sido los de mayor relevancia.
para la biologia. Generalmente es posible encontrar especimenes que mantengan ritmos
bioldgicos semejantes a los geofisicos, ain a pesar de ser aislados del ciclo ambiental
especifico y ser mantenidos en condiciones artificiales constantes (Aréchiga 1975; Aschoff
1981), aunque en estas condiciones, el pericdo del ritmo generalmente se desvia un poco
del ciclo al que se encuentra normalmente sincronizado, y presenta un corrimiento libre
hacia su frecuencia natural Si este ritmo en corrimiento libre persiste durante varios
periodos sin atenuacion, se considera que el ritmo es capaz de mantener oscilaciones

autosostenidas. Esto es lo que se considera un ritmo enddgeno.
Ritmos Circadianos

Debido a que el periodo endégeno de un ritmo en corrimiento libre sdlo se aproxima al
ciclo ambiental que refleja, el prefijo “circa” fue intreducido por Halberg (1959) para
caracterizar los ritmos diurnos como circadianos (circa: cerca; y diano; dia); para poder
considerarse como circadianas, las oscilaciones podrian variar entre 22 y 26 horas
solamente. La extension de esta terminologia definiria los demas ciclos bioldgicos como
circamareales, circalunares, y circanuales. Sin embargo, esto podria conducir a
designaciones tales como “circasecundarias” para el ritmo de las contracciones cardiacas.
Por lo mismo, y debido al papel predominante de los ritmos circadianos en la naturaleza,
los ritmos se han subdividido en ultradiamos, cuando tienen frecuencias més grandes
(periodos més cortos) que los circadianos, e infradianos cuando la frecuencia es menor (el
periodo es de mayor duracion) que los circadianos (Halberg y cols. 1965).

Los ritmos circadianos se refieren a las oscilaciones que presentan los parametros

bioguimicos, fisioldgicos o en la conducta de los seres vivos, y que tienen una correlacion



tempora! con los cambios del ciclo dia/noche. Se ha demostrado que en condiciones
naturales del sujeto en estudio, estos ritmos normalmente son sincronizados por eventos
externos, como la luz y la temperatura, sin embargo, las oscilaciones pueden continuar ain
en condiciones ambientales constantes, con un periodo cercano -pero generalmente
diferente- a las 24 horas. Otra caracteristica de los ritmos circadianos es que en condiciones
constantes de obscuridad (o iluminacién), se pueden producir variaciones en su fase (ser
“reiniciados’) mediante interrupciones breves del régimen constante ambiental, tales como
pulsos de luz(Cuadro I}. Un hallazgo interesante ha sido el que la longitud del periodo de
oscilacion es relativamente independiente de la temperatura dentro de un rango fisiologico.
Esto significa que la duracién del periodo en animales que no regulan su temperatura
interna (poiquilotermos), normalmente exhibe poca dependencia de la temperatura del

ambiente.

Cuadro L. Caracteristicas de los ritmos circadianos

1) La oscilacién puede ser medida como el cambio en alguna propiedad del organismo en
el tiempo. Por ejemplo, el ritmo de Neurospora es medido determinando el nimero de
horas entre los picos de conidacion.

2) La duracién del periodo enddégeno expresada en comdiciones constantes, es especifica
para la especie en estudio, y generalmente hasta para la cepa o individuo dentro de Ja
especie.

3) La duracién del periode de un ritmo circadiano se dice que es compensada, de tal

manera que a diferentes temperaturas del ambiente o bajo diferentes condiciones

nutricionales, la duracion del periodoe del reloj permanece cercana al mismo valor.

—

4) El concepto de tiempo circadiane (CT por las siglas en inglés: crcadian time) ha sido
formulado para comparar osciladores circadianos con diferente periodicidad endégena.
El tiempo bioldgico es dividido en 24 partes iguales, cada una correspondiente a una
hora circadiana. Por convencién, CT12 corresponde al inicio de la actividad en

condiciones de corrimiento libre.

5) El oscilador {0 reloj} tendra un corrimiento libre en condiciones constantes, de acuerdo
a su periodicidad endégena, pero puede ser ajustade (“reseteadd”) o cambiarle su fase
mediante cambios abruptos en los niveles ambientales de luz, temperatura, u otros
factores. Esto es la forma como el reloj puede ser sincronizado con el ambiente

(“entrainment’) en la naturaleza.
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Figura 1.- llustracién de dos fendmenos oscilatorios-con periodos semejantes. Ef de mayor .
intensidad (a) alcanza su valor maximo antes que e! de menor intensidad (b). La diferencia
temporal entre un fendmeno y otro s denominada relacion de fase. Convencionalmente la fase es
un momento del ciclo escogido arbitrariamente, aunque los valores maximos pueden ser
particutarmente dtiles para comparar varios fenémenos oscilatorios. La amplitud se muestra con
una flecha hacia abajo {A) en el primer ciclo de la curva inferior (Modificado de Granados-Fuentes,
y cols. 1995).

Las propiedades principales de los sistemas oscilatorios son su periodo, la fase, su
amplitud y sus cambios de fase en respuesta a estimulos externos (Figura 1; Czeisler y cols.

1987; Granados-Fuentes y cols. 1995).
Mecanismos de oscilacion o relojes biclogicos

Los experimentos de Bunning, quien demostrd que las caracteristicas de los ritmos
circadianos de la planta de frijo} Phaseolus tienen un origen genético que se comporta de
acuerdo con las leyes de Mendel (Biinning 1935), y el haber encontrado que los estimulos
luminosos de la misma calidad y cantidad, pueden inducir la floracion solamente en un’

momento critico del reloj (Bunning 1963), io llevaron a proponer que los organismos

13



poseen mecanismos internos innatos que les permiten medir el tiempo, al menos en 24
horas y 1 afio (Biinning 1963). El mecanismo bioldgico que le permitiria medir el tiempo a
los animales superiores parece residir en el nicleo supraquiasmatico (Drucker-Colin y cols.
1984; Aguila.r-Roblero, 1989). Este nicleo recibe aferentes directas de la retina (Moore y
Lenn, 1972; Hendrickson y cols. 1972), su destruccion ocasiona la pérdida de los
parametros temporales para una amplia serie de funciones bioldgicas y conductas animales,
y su reposicién mediante traspiante de tejido de supraquiasmatico fetal regenera el ritmo en
los animales hospederos (Drucker-Colin y cols. 1984; Aguilar-Roblero y cols. 1986;
Aguilar-Roblero, 1989),

En la actualidad, se investiga si existen uno o varias estructuras endégenas que
tengan ta funcién de osciladores (relojes bioldgicos), y €l mecanismo de sincronizacion
entre los diferentes osciladores, o entre el oscilador principal y las maltiples funciones
fisiologicas que son coordinadas por éste. Otro aspecto importante ¢s la caracterizacion de

la biologia molecular de los osciladores biologicos.
Estructuras temporales

El conocimiento de las estructuras temporales en mamiferos ha sido desarrollado a
partir de la década de los sesenta. Un ejemplo que explica claramente el concepto de
estructura temporal seria un individuo humano sano, que muestra un pico (maxima) de
concentracion plasmétic;,a de la hormona adreno corticotropica (ACTH) en la noche, durante
¢l suefio. Es importante destacar que en esie momento no ocurre la secrecion de las
hormonas suprarrenales, sino hasta después de cierto retraso de fase con respecto al pico de
ACTH el nivel de cortisol plasmatico se eleva a su maximo nivel (hacia el momento de
despertar del sujeto). El pico de las concentraciones de los metabolitos urinarios del cortisol
ocurre 4 horas después del pico de cortisol plasmético, y el conisol junto con otros
corticosteroides influyen sobre los patrones circadianos de otras variables fisiologicas,
come la excrecion urinaria de potasio, la fierza de prension manual y la permeabilidad de
las vias aéreas (Reinberg y Smolensky, 1993). De este modo, es posible elaborar un mapa
de fase de las variables metabolicas de cada especie animal o vegetal, como !a que muestra

la figura 2, que ubica el valor maximo en el tiempo de las variables metabolicas y



fisiologicas en el humano.
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Figura 2: Aspectos de la estruclura temporal del humano. Los datos fueron obtenidos de diferentes
estudios cronobiolégicos, con suietos que luvieron 16 horas de adlividad diumma y 8 horas de
reposo noctumo. En la gréfica se muestran diferentes relaciones fisiolégicas wvalidadas
temporalmente {(Modificado de Reinberg y Smolensky 1993).

Implicaciones en fisiologia

El concepto de organizacion temporal ha tenido poca difusion en medicina. En una
magnifica revision, Reimberg y Smolensky (1993) discutieron la importancia del
reconocimiento de las variaciones circadianas de los fenomenos fisiologicos para el
gjercicio de la medicina, que sin embargo, ha confrontado uno de los conceptos
fundamentales de la fisiologia: la homeostasis. El concepto del mantenimiento de un medio
interno constante (Bernard, 1926), generalmente es presentado como una “iey” absoluta.
Por otro lado, en la mayoria de los libros de texto de fisiologia, dentro de los mecanismos
de regulacion se consideran exclusivamente aquellos prbcesos de retroalimentacién

negativa, en donde cualquier cambio en una funcién biologica debera ser inmediatamente



contrarrestado o balanceado, de tal modo que se mantenga un “equilibrio”, “estado
estable”, o “niveles constantes” de acuerdo a un modelo de referencia para tal funcién,

como lo propone la teoria homeostatica (Cannon, 1929; figura 3).
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Figura 3 .- Representacién esquematica de un sistema de regulacion homeostatica. Los diversos
componentes forman asas de retroalimentacién y proalimentacién. Este lipo de sistemas constan
generalmente de 3 elementos: el sensor, el conlrotador y el efector. En ¢l controlador debe
compararse la informacion que proviene del sensor con un modelo de referencia, produciéndose
un ajuste solo cuandoe hay diferencias (Modificado de Aguilar-Roblero y cols. 1997).

Sin embargo, es obvio que este modelo no puede explicar las fluctuaciones de las
funciones bioldgicas que se presentan con periodos precisos (Reinberg y Smolensky,
1993); tampoco explican por qué las fluctuaciones pueden seguirse presentando aitn a pesar
de situar a un individuo en condiciones ambientales constantes. El concepto reostasia, el
cual “se refiere a aquellos procesos fisiologicos que permiten la ocurrencia de cambios en
el modelo de referencia del controlador, fo ¢que conduce a un nivel diferente de la seial
regulada” (Aguilar-Roblero vy cols. 1997, ver figura 4) tampoco explicaria estas
fluctuaciones peritdicas, por lo que Aguilar-Reblero y cols. (1997), han propuesto el

concepto de “cronostasia”, en donde las variaciones periodicas son reguladas modificando



de manera circadiana ¢l modelo de referencia (figura 5), y los procesos de regulacion se
encargarian de: a) medir ¢l tiempo bioldgico, b) ajustar el tiempo bioldgico con el tiempo

geofisico, y ¢) coordinar la progresion temporal de distintos procesos fisiologicos entre si.
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Figura 4 -Para permitir 1a reostasis, las sefiales externas inciden sobre el modelo de referencia del
controlador, lo que permite un cambio en los valores de regulacién de una varable y promueven
una adaptacion regulada (Modificado de Aguilar-Roblero y cols. 1997).

Implicaciones en medicina

El concepto de homeostasia ha influido sobre otras ramas del conocimiento médico,
como la farmacologia. En la terapéutica farmacoldgica “clasica”, uno de los principios
fundamentales para la dosificacion de los medicamentos (posologia) ha sido el intentar
mantener “niveles terapéuticos constantes” en ¢l organismo. De acuerdo con este “principio
farmacologico”, los estudios farmacocinéticos para caracterizar las vias de absorcion,
distribucion, metabolismo y eliminacion de una droga, han sido utilizados para calcular 1a
frecuencia de administracion del farmaco, intentande mantener “niveles séricos constantes”
dentro del rango terapéutico, lo que se denomina: estado estacionario (ver figura 6). Sin

embargo, como se ha descrito anteriormente, la mayoria de las funciones corporales
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Figura 5.- £ sistema cronostatico contiene osciladores que se encargan de {a medicidn del tiempo
bioldgico. Estos a su vez cuentan con Sensores para ta sincronizacién y con vias de salida para
medificar el modelo de referencia de los procesos fisiolégicos en funcién del tiempo (Modificado de
Aguilar-Rablero y cols. 1997).

presentan variaciones diurnas (en medicina se les ha denominado “nictamerales™). A la
fecha, se han caracterizado ampliamente las variaciones en el metabolismo y la circulacion
del higado, asi como en la filtracion glomenular, el volumen y pH de la orina, la presion
sanguinea, la frecuencia cardiaca y la tasa de perfusion de los 6rganos, la secrecion del
tracto gastrointestinal y el tiempo de vaciamiento gastrico (l.emmer 1995; Reinberg 1992).
La variacion de estos factores puede influir sobre los parametros farmacocinéticos, como
son: la absorcion de la droga, su distribucién, su metabolismo y la eliminacion renal. Mas
aun, mds importantes que fas variaciones farmacocinéticas, serian las variaciones a lo largo
del dia que pudiera tener el efecto producido por un farmaco (farmacodinamia). Pese a todo
lo anterior, generalmente la. eficacia terapéutica y los efectos colaterales de un
medicamento, son evaluados experimentalmente en un solo momento del dia, y no se

explora si los efectos producidos por el medicamento pudiesen temer variaciones
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depe-ndientes de la hora de administracion. De acuerdo con esta linea de pensamiento, la
industria farmacéutica ha financiado multiples investigaciones intentando conseguir
aplicaciones de medicamentos que, mediante una liberacién constante, presenten niveles
constantes'y una mayor duracién en el individuo, basandose en la iogica de la homeostasia

y la necesidad de los niveles constantes (Figura 6; Benet y cols. 1991).
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Figura 6 .- Representacién grafica de las relaciones farmacecinéticas fundamentales para la
administracion repetida de medicamentos. De acuerdo con esta hipitesis, para alcanzar el estado

estable la administracién debe repetirse en un tiempo semejante a la vida media de eliminacidn
{Modificada de Benet y cols. 1991).

La optimizacidn de un tratamiento adecuandolo a las variaciones circadianas de los
parametros fisiologicos en los que incide, recibe el nombre de cronoterapia (Reinberg 1992,
Golombeck 1993). Actualmente existen maltiples evidencias que muestran que los efectos
de una droga varian en funcién del tiempo bioldgico de su administracién (Halberg y cols.
1959; Scheving y cols. 1974, Pauly y Scheving 1964; Reinberg y Smolensky 1993,
Lemmer 1995). Quizd el campo mas estudiado a este respecto, sea la terapéutica
anticancerosa. La escuela de Franz Halberg ha demostrado que es posible incrementar la
eficacia de uma droga y al mismo tiempo disminuir los efectos indeseables de ésta,

mediante su administracion dirigida a atacar el problema y no al paciente {Cornélissen y
cols. 1993).




Implicaciones en psiquiatria

En psiquiatria se han caracterizado una serie de trastornos en los que se han
encontrado variaciones ritmicas. Los criterios diagnésticos psiquiatricos (DSM-IV)
contienen un “Trastorno del ritmo circadiano”™ (F51.2 - 307.45), en donde se presenta un
patron de suefio desestructurado que obedece a una mala sincronizacidn entre ¢ sistema
circadiano enddgeno de suefio-vigilia del individuo, con las exigencias exdgenas de
espaciamiento y duracién del suefio. En este diagnostico hay cuatro sub-diagnosticos: suefio
retrasado, jet-lag, cambios de turno de trabajo, y no especificado.

Otros casos en los que se encuentran variaciones ritmicas son los trastornos del
estado de animo (DSM-IV), en los que es posible especificar un patrén estacional para los
episodios depresivos mayores en el trastorno bipolar [, en el trastorno bipolar 1l o en el
trastorno depresivo mayor recidivante (DSM-I1V: 296 x del 0 al 7; los nimeros accesorios
se asignan dependiendo de las caracteristicas clinicas de cada paciente). La depresion
bipolar también ha sido estudiada en cuanto a la frecuencia con la que se presentan las
variaciones de depresion a mania, ademas de una serie de pardmetros fisiolégicos. Este tipo
de depresion esta asociado a cambios en los parametros de suefio v la actividad locomotora.
Existe la hipotesis de que la depresion bipolar se encuentra asociada con trastornos en los
ciclos circadianos del individuo {Gillin y Borbeli 1985).

Por otro lado, varios autores han propuesto la existencia de una “depresion de
invierno” (Czeisler y cols. 1987; etc.). Este trastorno es mas frecuente en latiiudes muy al
norte, por lo que se ha asociado con la disminucion de la cantidad de luz en las estaciones
invernales. De este modo, uno de los tratamientos que han demostrado su eficacia en este
trastorno es la fototerapia, que consiste en la aplicacion de luz de alta intensidad a los
pacientes, con lo que se obtiene una mejoria de los sintomas depresivos.

En psiquiatria se ha explorado poco la cronoterapia, salvo el caso de los nifios con
trastorno de atencién por hiperactividad (“hipercinesia™), en los que el tratamiento
basdndose en psico-estimulantes (metiifenidato) debe administrarse por la mafiana, de otro
modo estos medicamentos no ayudaran a controlar a estos nifios sino que se produce ¢l

efecto contrario (Uriarte, 1988; Kaplan y Sadock 1991). En la terapéutica medicamentosa
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psiquiatrica, se ha favorecido el uso de medicamentos “"de depésito”, los cuales son
inyectados aproximadamente cada mes; este tipo de medicamentos estan disefiados para el
mantenimiento de niveles terapéuticos constantes. Sin embargo, con el tratamiento
utifizando farmacos antipsicoticos, a pesar de mantener niveles circulantes muy bajos, los
sintomas colaterales (extrapiramidales) son frecuentemente de mayor severidad que con
cualquier otro tipo de administracion-dosificacion. Como veremos mas adelante, las
variaciones circadianas de los receptores dopaminérgicos en el caso de la esguizofrenia,
pueden modificar los efectos tanto terapéuticos como colaterales de los farmacos

antipsicoticos.

Ritmos circadianos en la neurotransmision

Los sistemas de neurotransmision juegan un papel importante en las variaciones
circadianas anteriormente descritas. Se encuentra ampliamente documentada la participacion
de los neurotransmisores en la transmision de informacion de una célula a otra (Schwartz
1985). El fenomeno de comunicacion celular también presenta variaciones ritmicas (Wirz-
Justice 1986), lo que brinda la posibilidad de estudiar no solamente la caracterizacion de los
ritmos biologicos en los sistemas de neurotransmision conocidos, sino el posible papel que
tienen en un contexto bioldgico (adaptacidn), asi como en el comportamiento de animales
individuales.

Las variaciones circadianas de los sisiemas de neurotransmision pueden ocurrir a
varios niveles como ¢l metabolismo (biosintesis y degradacion), la liberacion hacia el espacio
stnaptico, los receptores y los mecanismos asociados de transduccion que median la
recepcion de la sefial en la célula blanco. En relacion con la dopamina, se revisarn

someramente los aspectos neuroquimicos mas importantes para este trabajo.
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Dopamina en el sistema nervioso,

Catecola&ninas.
;

El término catecolaminas deriva de la estructura molecular. Estos compuestos estén
formados por un anillo dihidroxifenilo (catecol) al que se acopla una cadena con un radical
amino, La familia de las catecolaminas esta compuesta por la dopamina, la noradrenalina y la
adrenalina. La dopamina es la catecolamina mas abundante en el cerebro; cerca del 80 % de
las células catecolaminérgicas contienen dopamina, menos de 20 % son noradrenérgicas, y
un porcentaje minimo son adrenérgicas (McGeer y cols.1987).

Las células dopaminérgicas han sido ampliamente estudiadas. Sin embargo, forman
s6lo una pequeiia parte de la poblacion neurconal en el cerebro; se calcula la existencia de
cerca de 50,000 en el cerebro de la rata y no mas de 2 millones en el cerebro del humano.
Estas células presentan una marcada divergencia axonal, cada célula tiene aproximadamente
500,000 botones sinapticos en el estriado de rata, aumentando este nimero en ¢l humano

hasta 5 millones, aproximadamente (McGeer y cols, 1987),
Dopamina .

La dopamina se conoce desde fos experimentos de Holtz (1939), quien la aisld
como un elemento biclogico activo. Sin embargo, como la dopamina y la noradrenalina
participan en la via biosintética de la adrenalina, fueron consideradas solamente metabolitos
intermediarios en fa sintesis de esta altima {Figura 7, Blaschko, 1939). La evidencia para la
aceptacidon de la dopamina como un agente activo fue aportada por Carlsson y su grupo
{1959), quienes encontraron una distribucion diferencial, con concentraciones mayores de
dopamina en el cuerpo estriado que en el resto del cerebro. Por otro lado, el

tratamiento con reserpina

22



NH,
= 4 Tirosina hidroxilasa

OH —4 CH, - CH
V “NcooH

Tirosina

OH
| — NH,

Dopa descarboxilasa

- Vi
OH—K  ,—CH. CH bk
_\__/—_ “COoH

3, 4. Dihidroxi -
fentatanina (Dopa)

OH

{ ) —CH,-CH.NH, + CO
RN S
Dopami

na

Dopamina 8-hidroakisa

OH
Feniletanolamina-
' N-metiltransierasa

OH —\_/—CH(OH] - CH;NH:

Noradrenalina

OH

OH—-\_/)—CHIDH]CH; -NH-CH.
Adrenalina

Figura 7 .- Metabolismo de las catecolaminas. La via biosintética de las catecolaminas inicia con
el aminodcido tirosina, interviniendo la enzima tirosina hidroxilasa, junto con €l cofactor
tetrahidrobiopterina que interviene como donador de dlomos de hidrogena. Esta enzima es el paso
timitante para la sintesis de catecolaminas, de modo tal que las variaciones en la concentracién de
tirosina en la sangre no se reflejan en las conceniraciones catecolaminérgicas en el cerebro. Sin
embargo, la administracién parenteral del metabolito siguiente en la via, la L-dopa, incrementa
drasticamente los niveles de catecolaminas.

produce efectos conductuales semejantes a los de la enfermedad de Parkinson; como la
reserpina produce una disminucion de los niveles de catecolaminas en el estriado, Carlsson
(1959} infiri6 la participacion de la dopamina en las funciones extrapiramidales (McGeer y
cols. 1987). Esta hipotesis fue confirmada bor Birkmayer y Hornykiewicz (1961) quienes
encontraron niveles disminuidos de dopamina en los ganglios basales de cerebros obtenidos

por autopsia de sujetos con enfermedad de Parkinson.
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Con €l advenimiento de la técnica para estudiar los recepiores mediante su
interaccion con ligandos radiactivos, se encontrd que ios farmacos capaces de mejorar los
sintomas psicoticos comparten como mecanismo de accion el antagonizar a los receptores
dopaminérgicos del subtipo Ds, lo que dio origen a la teoria dopaminérgica de la
esquizofrenia (ver mas adelante). Este antagonismo dopaminérgico D, también es
responsable de los efectos colaterales de estos firmacos, siendo los mas frecuentes los
sintomas extrapiramidales tipo enfermedad de Parkinson, también conocidos como
parkinsonismo medicamentoso. Sin embargo, el efecto antipsicotico no parece depender del
efecto parkinsénico, debido a que el tratamiento para disminuir el efecto parkinsonico
(drogas anticolinérgicas) no disminuye el efecto antipsicotico (Snyder, 1976, Kaplan y
Sadock 1991; Uriarte 1988). Por toda la evidencia acumulada a la fecha, se sabe que el
efecto parkinsonico es generado por el bloqueo dopaminérgico D; en el sistema nigro-
estriatal. Sin embargo, el efecto antipsicotico, aunque comparta este mismo mecanismo de
accién, ain no tiene una localizacion neural demostrada.

La teoria dopaminérgica de la esquizofrenia ha sido propuesta con base en el
mecanismo de accién de los firmacos antipsicoticos. Sin embargo, existen otros datos que
apuntalan esta teoria: los firmacos que incrementan fa transmisidn dopaminérgica (como la
L-dopa, las anfetaminas, y el metilfenidato) pueden producir reacciones psicoticas dosis-
dependientes (Gnffith y cols. 1972; Janowsky vy cols. 1973; Snyder 1976; Feldman y cols.
1997), que puede ser revertida por los farmacos antipsicéticos (Snyder, 1976; Kaplan y
Sadock, 1991).

Relaciones anatémicas dopaminérgicas
Los sistemas dopaminérgicos se han descrito detalladamente (Tabla [}, sin embargo,

se aceptan fres vias dopaminérgicas principales: Iz nigro-estriatal, la tubero-infundibular y la

mesolimbico-cortical (figura 8).
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Tabla I, Distribucion anatémica de los sistemas dopaminérgicos (segun Bjorklund y

Lindvall, 1984).

Sistema

Origen de las células

Proyeccibn

Sistema mesoestriatal

Substancia nigra (A9), 4rea ventral-
tegmental {A10), niclec retrorubral
(A8).

Nigcleos caudado-putamen, globus
pallidus y n. accumbens

Sistema mesocortical

Area ventral-tegmental, substancia
nigra, nticleo retrorubral

Areas corticales y limbicas del
cerebro anterior (detalles en tabla 7).

Sistema mesodiencefalico Substancia nigra, 4area ventral-|Nicleos subtalimicos, habenula
tegmental lateral

Sistermna mesopontino Substantia nigra, area ventral- | Locus ceruleus
tegmental

Sistema diencefalico Hipotalamo dorsal y posterior, zona | Médula espinal
incerta, v talamo caudal

Sistema periventricular Substancia  gris  periacueductal | Substancia  gris  periacueductal,
mesencefalica y caudal- | hipotalamo y talamo medial
talamica(A11)

Sistema incerto-hipotalamico Zona incerta, hipotalamo | Zona incerta, hipotilamo anterior,

periventricular (A11, A13, Al14)

medio, predptico y periventricular,
septum

Sistema tubero-hipofisiario

Nicleos hipotalamicos arcuato y
periventricular (Al2, Al4)

Eminencia media, pars nervosa y
pars intermedia de la pituitaria

Neuronas
periglomerulares

dopaminérgicas

Buibo olfatorio (A15)

Procesos  dendriticos en  los

glomérulos olfatorios

Sistema retinal dopaminérgico

Principalmente en la capa intema de
la rctina

Proyecciones dendriticas locales
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Nucleo amigdaloide central

Figura 8 - Esquema de las principales vias dopaminérgicas. Las células de origen se localizan en
el mesencéfalo, en las regiones A8, A9 ¥y A10,-ubicadas en la substancia nigra y dreas vecinales.
El dibujo muestra fa abundanle proyeccidn hacia los nicleos caudado, accumbens, amigdaloides
centrales, el tubérculo olfatorio v la corteza frontal. En la parte ventral se esquematizan vias hacia
la eminencia media {(Bradford, 1986).

Fisiologia de los sistemas dopaminérgicos.

Los aspectos fisiolégicos dopaminérgicos mads conocidos han sido estudiados
fundamentalmente en el estriado. En esta estructura, la pérdida de vias aferentes
dopaminérgicas, produce los sintomas caracteristicos de la enfermedad de Parkinson,
derivados del aumento del tono muscular (rigidez) v la dificultad para la iniciacion del
movimiento (acinesia}.

Las funciones de! sistema mesolimbico-mesocortical no han side completamente
caracterizadas en términos fisiolégicos. Se presume que participan en procesos afectivos, asi
como en la organizacion del pensamiento en los humanos. Este sistema ha sido implicado en
diversas conductas como: estereotipias, auto-estimulacion, y conductas de consumeo como
alimentacién e ingesta de liquidos. Se ha propuesto que este sistema Se encuentre
involucrado en Iz fisiopatologia de la esquizofrenia, aunque la evidencia experimental atin no
sea definitiva (McGeer y cols. 1987; Kaplan y Sadock 1991).

El sistema tubero-infundibular participa en ¢l acoplamiento del hipotadlamo con la

hipofisis. Las neuronas dopaminérgicas de la base del hipotalamo envian proyecciones a
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todas las partes de la eminencia media, al l6bulo neural y a la pars intermedia de la pituitaria
(Lindvall y Bjérklund, 1983). Las terminales se encuentran en la cercania de los vasos porta-
hipofisiarios. Se presume que la dopamina ejerce su efecto en la hipofisis gracias a la
distribucion de la circulacién portal. La estimulacion dopaminérgica inhibe la secrecidn de
prolactina, estimula la secrecion de la hormona de crecimiento, inhibe la liberacion de ia
hormona estimulante de los melanocitos, y puede tener un efecto inhibitorio en la liberacion
de gonadotropinas (con la posibilidad de inhibir la ovulacion). Tanto la prolactina como la
hormona estimulante de los melanocitos gjercen un control por retroalimentacién sobre las
neuronas dopaminérgicas tuberales, Otras neuronas diencefilicas dopaminérgicas, pueden
facilitar ¢l reflejo para la liberacion de oxitocina y modular la liberacion de vasopresina
(Moos y Richard, 1982). Mas recientemente, se ha estudiado la participacion en la conducta
sexual en ratas macho, en las que el efecto antidopaminérgico en la regidén supradptica
hipotalamica inhibe la respuesta sexual del macho ante el estimulo de una hembra (Hull
1995).

Las neuronas dopaminérgicas de la substancia negra presentan un patron de actividad
que puede ser de espigas unicas con frecuencia de 4 2 6 Hz. La otra forma de actividad
celufar es en salvas de 3 a 10 potenciales de accidn por salva, que disminuyen en amplitud e
incrementan los intervalos inter-espigas conforme progresan. La aplicacion de dopamina o
agonistas dopaminérgicos en la vecindad de las neuronas de la substancia nigra, produce una
supresion de la actividad de estas células, mientras que la aplicacion de antagonistas aumenta

la tasa de disparo de estas células (Chiodo, 1983; Graybiel 1990).
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Receptores dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos pudieron ser estudiados cuando se encontré que la
dopamina aumentaba la sintesis de AMP ciclico (Kebabian y cols. 1972). Este primer
bioensayo, permitié ademas caracterizar que en distintas regiones cercbrales la dopamina no
solamente no estimula, sino que inhibe la sintesis de AMP ciclico. Estos resultados
sugirieron la existencia de dos tipos de receptores dopaminérgicos.

Los receptores dopaminérgicos fueron plenamente caracterizados cuando se pudo
disponer de ligandos radiactivos (Seeman 1980). El radio-ligando empleado inicialmente
para la caracterizacion de los receptores dopaminérgicos Dy, fue el [*H)-haloperidol, puesto
que era la molécula conocida en la década de los sesenta con mayor afinidad por estos
receptores (Burl y cols. 1976; Seeman 1980). Posteriormente, se han empleado tanto el

[3H]-cspimpcridol como el [3H]-sulpir1de.
Nomenclatura de los receptores dopaminérgicos:

Los receptores dopaminérgicos fueron inicialmente denominados como a- y PB-
dopaminérgicos, sin embargo, por la confusién que hubo con los receptores adrenérgicos, se
prefirid clasificar los receptores dopaminérgicos en dos subtipos: Dy y Dz (Kebabian y Calne,
1970). Los receptores D, fueron los que aumentaban la actividad de 1a adenilato-ciclasa; los
receptores D, fueron caracterizados a partir de! efecto inhibitorio sobre la actividad de esta
misma enzima, en regiones diferentes del cerebro (Kebabian y cols. 1972).

Conforme se fueron sintetizando nuevas moléculas que interactuaban con estos
receptores, se fueron encontrando combinaciones de farmacos que definieron diferentes
subtipos de receptores, lo que hizo mas compleja dicha clasificacion. La implementacién de
métodos de biologia molecular ha permitido recientemente clonar los genes que codifican
para los receptores dopaminérgicos, con lo que se ha obtenido evidencia fehaciente de que
los receptores dopaminérgicos derivan de la divergencia de dos familias de genes, divididos
en tipos D; y D, Los genes del tipo Dy no contienen intrones en las regiones codificadoras

de proteina, mientras que los genes del tipo Dy si los tienen. Mas ain, varios de los intrones
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en los genes tipo D, estan localizados en posiciones similares (Grandy y cols. 1989),

Los receptores dopaminérgicos son proteinas transmembranales, acopladas con el
sistema de proteinas G. Presentan 7 dominios putativos transmembranales, con el extremo
amino-terminal hacia afuera de la célula, y el extremo carboxilo-terminal hacia el interior.
Los siete dominios transmembranales deben formar un orificio hidrofobico, flanqueado por
las tres asas extracelulares y las tres intracelulares (Dohlman y cols. 1991).

Actuaimente, los receptores dopaminérgicos se clasifican en dos grandes familias
dependiendo de su efecto sobre la adenilato-ciclasa; de este modo, la familia de receptores
dopaminérgicos Dy, comprende a los receptores Dy y Ds, los cuales al ser estimulados por
agonistas estimulan la produccion de AMP ciclico, mientras que la familia de los receptores
D; comprende a los receptores Dy, D; y Dy, los cuales inhiben la produccién de AMP ciclico
(Tabla I1). Ademas, en el caso de los receptores Dy, se conocen dos isoformas, que parecen
depender de una serie de modificaciones post-transcripcionales, que regulan la longitud de la
cadena de aminoacidos del asa intracelular cercana al extremno amino-terminal. Estos son los

receptores D, de asa larga (Daing) Y D2 de asa corta (Dagon).

Tabla II: Localizacion cromosomica de los genes de los receptores dopaminérgicos.

Receptor Localizacién gendmica

Dy gene DRDIL en el cromosoma 5q35.F (Sunahara y cols.
1990).

D, genc DRD?2 en ¢l cromosoma: 1123 (Grandy y cols. 1989).

D, gene DRD3 en ¢l cromosoma 3q13.3 (Girgs y cols. 1990).

D, gene DRD4 en el cromosoma 11pl5 (Gelernter y cols. 1992).

D5 gene DRDS5 en ¢l cromosoma 4p15.1-p15.3 (Eubanks y cols.
1992).
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Mecanismos de accion conocidos

Los receptores dopaminérgicos interactuan directamente con el sistema de proteinas G de la
membrana, como mecanismo transductor de la sefial hacia el interior de las células. El
reconocimiento de ligandos dopaminérgicos debe involucrar al centro hidrofobico. Esta
propuesta estd reforzada por el alto grado de identidad secuencial que se encuentra en los
dominios hidrofobicos. Entre todos los receptores dopaminérgicos, se ha encontrado un 31
% de secuencias idénticas de aminoécidos, lo que aumenta a 75 % y 52 % si se dividen en
tipo Dy y tipo D,, respectivamente, '

En cuanto al mecanismo de union de la dopamina al receptor, se han desarrollado
modelos moleculares que indican que los residuos cargados de las at-hélices ven hacia la
parte interior del espacio hidrofébico. Un aspartato en la cadena transmembranal 111 y dos
serinas en el dominio V, podrian interactuar con los grupes amino e hidroxilo de la

dopamina, respectivamente (Gringrich y Caron, 1993).
Distrnibucién de los receptores Dy y D; dopaminérgicos en vias neurales especificas

Mediante técnicas de biologia molecular, se encontrd que el mRNA de los receptores
dopaminérgicos del subtipo D, se expresaban preferencialmente en las neuronas estriato-
nigrales, mientras que el mMRNA de los receptores subtipo D; se expresan preferencialmente
en las neuronas estnato-palidales (Keefe y Gerfen, 1995; Gerfen 1992; Gerfen y cols. 1990;
LeMoine y cols. 1991; LeMoine 1990). La evidencia que apoya esta distribucion de los
receptores dopaminérgicos, esta reforzada por el hecho de que la lesion de la via nigro-
estriatal con 6 OH-dopamina, resulta en un incremento en la expresion de encefalina y
receptores D2, que se consideran marcadores de la via estriato-palidal, mientras que la
substancia P, la dinorfina y los receptores Di, considerados marcadores de la via estriato-
nigral, disminuyen. Estas alteraciones en la expresion genética inducidas por 1a lesién, son

revertidas mediante el tratamiento con agonistas D; en el caso de las encefalinas y los
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mBNA de los receptores Dy, y son revertidas en el caso de la substancia P, la dinorfina y los

receptores Dy, mediante el tratamiento con agonistas D, (Keefe y Gerfen, 1995).

Cuadro Il .- Caracteristicas del pegado de los [’H]- ligandos a los receptores D,.

a) Saturabilidad.
Los radio-ligandos se unen a los receptores en forma saturable, lo que permite calcular las
constantes de disociacién (Kd} y el pegado ma&ximo (Bma).

b) Estereo-selectividad.

Resulta de poder distinguir entre el pegado especifico a los receptores, del pegado
inespecifico del radio-ligando. En el caso de los neurolépticos, los enantibmeros (+) y (-} del
butaclamol han sido definitivos para separar la unién inespecifica (hidrofdbica) del pegado
esterec-especifico a los receptores D; dopaminérgicos,

¢) Localizacion regicnal.
£l pegado de radio-ligandos es distinto en diferentes regiones cerebrales, 10 que sugiere
que la dopamina tiene funciones de neurotransmisor en vias especificas.

d) Perfil farmacolégico.

Para que e! pegado de un [*H]-igando pueda ser denominado 'dopammérg1co resulta
esencial que el ligando endogeno mas efectivo para el desplazamiento del [H] -ligando sea la
dopamina en ensayos de desplazamiento.

e) Correlacién entre los diferentes neurolépticos.

Para que una proteina especializada en la interaccién ligando-receptor pueda ser
denominada como un “receptor”, es deseable que tenga correlacidn con alguna funcidn bioldgica.
En el caso de los receptores dopammérglcos Seeman (1980) relaciona los valores (C50 de los
neurolépticos para el desplazamiento del [*H}-haloperidol de los receplores dopaminérgicos, con
fas dosis clinicas del mismo compuesto con que han reportado el efecto antipsicdtico.

) Concentraciones absolutas apropiadas para los valores de IC50.

En adicién a la correlacidén significativa entre los sitios de unidn con alguna funcidn
biolégica, es deseable que las concentraciones absolutas de los valores de |C50 para los agonistas
Y, los antagonistas sean apropiadas. Por ejemplo, en el case de los receptores D, marcados con
[ H}-haloperidol, los valores de |C50 para todos los neurolépticos estudiados presentaron valores
absolutos que cotresponden con fos detectados en el suero de los pacientes en tratamiento con ios
mismos neuroiépticos (figura 9).

g) Efecto de la estimulacién de los receptores dopaminérgicos

La respuesta a la aplicacion directa de dopamina a las neuronas 0 en células que
espontaneamente presentan potenciales de accién, puede producir el bloqueo de los potenciales,
o causar excitacion, o ambos. La estimulacion de somas neuronales en la substancia nigra
produce una respuesta en las neuronas del caudado que consiste en un incremento del disparo en
pocos milisegundos (Gerfen, 1992), la cual no parece ser dopaminérgica en primera instancia
debido a que los impulsos ocurren muy ridpidamente después de la estimulacion. Posteriormente,
las células del caudado permanecen eléctricamente inhibidas durante wvarios cientos de
milisegundos. Esta inhibicidn puede ser debida a un "prelongado potencial post-sinaptico inhibitorio
(iPSP), o simplemente a la generacion de un bloqueo en la despolarizacién. (Gallager y cois.
1980)
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La manipulacioén de los receptores Dy y D, pueden afectar el funcionamiento de los
sistemas estriato-palidal o estriato-nigral en raias neurologicamente intactas. La
administracion aguda de agonistas dopaminérgicos inespecificos produce un aumento en la
expresion de los genes tempranos predominantemente en las neuronas estriato-nigrales
{Berreta y cols. 1992; Cenci y cols. 1992; Cole y cols. 1992; Steiner y Gerfen 1993). Este
aumento de la’ expresién génica inducido por agonistas, puede ser blogueado por la
administracion de antagonistas del receptor Dy, lo que sugiere que la estimulacion de los
receptores D; aumenta el funcionamiento del sistema estriato-nigral. A la inversa, el bloqueo
de los receptores D; produce un incremento en la expresion de los genes tempranos del
estriado, principalmente en las neuronas estriado-palidales, lo que es consistente con la
supresion mediada por los receptores D, del funcionamiento neuronal estriato-palidal
{Dragunow y cols. 1990; Robertson y cols. 1992). Estos datos del estudio de la expresion
génica, sugieren que la estimulacién de los receptores Dy de alguna manera aumenta el
funcionamiento de las neuronas estriado-nigrales, mientras que la estimulacion de los
receptores D suprime el funcionamiento de las neuronas estriado-palidales.

Cuadro lIl.-Tipo de sitios marcados por [’H]-neuroléplicos

a) Sitios inespecificos no saturables
Estos sitios se consideran los que no pueden ser inhibidos por un exceso de ligando frio,
de la misma molécula que el radio-ligando {generalmente en concentraciones de 100 a 1000 nM

" de ligando frie).

b} Sitios inespecificos saturables

Existe usualmente una diferencia entre el pegado inespecifico definido mediante un exceso del
mismo compueste frio que el radio-ligando, y el pegado inespecifico definido por un ligando frio
diferente af radie-ligando, aunque con similitud molecular e igualmente agonista (0 antagonista; en
inglés: closest congener). En el caso ideal, ambos ligandos deberian producir un desplazamiento

; idéntico, sin embargo, esto raramente ocurre.

c) Sitios especificos estereo-seleclivos

Se define como pegado especifico la cantidad de radio-ligando que puede ser inhibida por
una concentraciéon excesiva de una molécula similar, Mediante este procedimiento, se excluyen
los sitios inespecificos saturables y no-saturables. Si la molécula similar presenta ademas
estereoisomeria, el pegado estereoseiectivo serd la diferencia en el pegado del [*H]-ligando en
presencia del enantidmero inaclivo (pegado totat) menos el pegado en presencia del enantiémero
activo (pegado inespecifica),

Nota: puede haber problemas si se utilizan enantiémeros agonistas para compelir en el
pegado al receptor con radio-ligandos aniagonistas, y viceversa {antagonistas vs radio-ligandos
agonistas). Se recomienda utilizar la molécula del mismo género de mayor similitud molecular
{Seeman 1980).
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Figura 9. - Hlustracion gréfica de los componentes de la unién de *H-ligandos al tejido. Una
pequeiia parte de! radio-ligando se pega al filtro (generalmente Whatman GF/B). Aungue [a unidn
total al tejido estd compuesta de pegado especifico e inespecifico, se consideran dos tipos de
pegado inespecifico, saturable y no saturable. Al efectuar el desplazamiento por la misma
molécula ("fria”} que el radio-ligando, se tiene el pegado especifico mas un pegado inespecifico
pero saturable. Se recomienda medir el pegado inespecifico incubando en presencia del
congénere molecular mas cercano, o preferentemente, por la diferencia entre un enantibmerg
activo vs. un inactivo (Modificado de Seeman 1980).

La caracterizacion del pegado de radioligandos a los receptores dopaminérgicos se
muestra en el cuadro II. En €l cuadro IIl se muestran el tipo de sitios suceptibles de ser

marcados con radioligandos, los cuales se muestran graficamente en la figura 9.

Ritmicidad en receptores dopaminérgicos

Diversos autores han estudiado las variaciones circadianas de los receptores de los
sistemas de neurotransmision conocidos. La tabla 11I muestra algunos resultados.

En el estriado de la rata, se han caracterizado las variaciones circadianas que
presenta la neurotransmision dopaminérgica, tanto en el metabolismo biosintético (Perlow y
cols. 1977; Owasoyo y cols, 1979), como en la liberacion del neurotransmisor (O'Neill y
cols. 1982; O'Neill 1990), y la densidad de los receptores dopaminérgicos D, (Naber y cols.
1980; Kafka y cois. 1982).
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Tabla IHl. Variaciones diurnas (circadianas) en varios sistemas de neurotransmision cerebral
en mamiferos (modificada de Wirz-Justice, 1986).

Radio-ligando Tipo de receptor Referencia

DHA p - adrenérgico Kafka y cols. 1986
DHA Kraeuchi y cols. 1984
DHA Di Lauro y cols. 1986
Prazosina a - adrendrgico Kafka y cols. 1986
WB-4101 Di Lauro v cols, 1986

Wirz-Justice y cols. 1983

amino-clonidina

Kafka y cols. 1986

Jhanwar-Uniyal y cols. 1986

Clonidina Kraeuchi y cols. 1984
Wirz-Justice y cols. 1983
QONB Muscarinicos Por v Bondy, 1981
Espiropendol D,y 5-HT2 Di Lauro y cols. 1986
Kafka y cols, 1982
Imipramina 5-HT Di Lauro y cols. 1986
Wirz-Justice vy cols, 1983
Kraeuchi v cols. 1986
Naloxona Opidceos Jacobson y Wilkinson 1983
Flunitrazepam Benzodiacepinicos Brennan y cols. 1983

Los receptores dopaminérgicos D; fueron estudiados por Naber y cols. (1980) en
ratas Sprague-Dawiey (100 g peso inicial) que fueron mantenidas en ciclos L:O 12:12
durante 3 semanas. Un grupo de animales se utilizé para estudiar los cambios diurnos de los
receptores, mientras que otro grupo recibio tratamiento con imipramina (antidepresivo
triciclico que produce cambios de fase circadiana) 10 mg/kg/dia. Los animales fueron
sacrificados cada 4 horas, y se disecaron los estriados para los ensayos de unién ligando-
receptor. Se encontraron variaciones diurnas en el pegado de [*H]-espiroperidol, con picos a

las 02:00 y las 14:00 horas. El tratamiento con imipramina produjo un retraso en el tiempo
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. de aparicién de los picos, de las 02:00 a las 06:00 horas y de las 14:00 hacia Jas 18:00 horas.
Estos cambios fueron altamente significativos (ANOVA, p < 0.001). El mantenimiento de
los animales durante 3 dias en condiciones de obscuridad continua no produjo cambios en el
ritmo de los receptores, por lo gue los auteres sostuvieron que los cambios del receptor son
circadianos. Sin embargo, la imipramina produjo un retraso de fase con respecto al ritmo en
los animales sin imipramina, lo que apoya el hecho conocido de que la imipramina produce
cambios en los ritmos circadianos de los receptores cerebrales estudiados.

El grupo de Kafka y cols. (1982) y el de Wirz-Justice y cols. {1982), estudiaron las
variaciones diurnas de varios receptores cerebrales: alfa-adrenérgicos ([*H]WB4101); beta-
adrenérgicos ([*H] DHA); muscarinicos ([3H] QNB) ; benzodiacepinicos {{*H] diazepam);
opidceos ([*H] naloxona), y dopaminérgicos D ([*H] espiroperidol). El ensayo de union de
los radio-ligandos lo hicieron en ratas Long-Evans, encontrando variaciones diurnas en
todos los receptores estudiados. Un grupo de animales recibié clorgiclina (inhibidor de la
MAO tipo A; bloquea preferentemente la desaminacidn de noradrenalina y serotonina), 4
mg/kg/diaf/14 dias en un implante subcutineo (bombas Alzet). Encontraron que el
tratamiento con clorgiclina disminuyé la union a los receptores adrenérgicos. También se
encontrd que la clorgiclina produce una disminucion marcada de la union de ligandos a los
receptores dopaminérgicos y benzodiacepinicos, mientras que produjo un incremento en el
pegado a los receptores colinérgicos en todas las horas estudiadas. Los autores discutieron
la posibilidad de que el efecto de la clorgiclina sea en €l nicleo supraquiasmatico, debido a

que este farmaco modifica la frecuencia de los ritmos circadianos,

Catalepsia y sindrome extrapiramidal

Desde el uso de la reserpina como antipsicotico, se sabe que la disminucién de la
neurotransmision dopaminérgica ya sea por la disminucion de la liberacion de dopamina
(como la reserpina), o por la administracion de antagonistas de los receptores D»
(neurolépticos), se produce un aumento del tono muscular, lo que se manifiesta como
rigidez muscular y dificultad para el movimiento (Hoffman y Donovan, 1995); esto se puede
manifestar como Parkinsonismo (en humanos) o catalepsia (tanto en humanos como en otros

animales; p. gj. la rata). La catalepsia ha sido definida como la incapacidad de un animal -
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generalmente roedores- para corregir una postura inusual impuesta (Sanberg y cols. 1988;
Hoffman y Donovan, 1995). Esta conducta ha sido considerada como un modelo capaz de
predecir los efectos colaterales extrapiramidales del tratamiento antipsicotico en humanos
(Costall y Naylor, 1973; Amt 1982; Hoffman y Donovan 1995). Mas aon, Lorenc-Koci y
cols. (1996) estudiaron mecanomiograficamente la modificacién del tono muscular inducida
por haloperidol en ratas; estos autores encontraron que el haloperidol produce incrementos
dosis-dependientes, tanto del tono muscular como en la resistencia a los movimientos
pasivos. Estos resultados les permitié suponer que la catalepsia es un buen modelo de la
rigidez parkinsoniana.

Mas ain, de manera semejante al fenomeno de tolerancia descrito para el uso de
antipsicdticos en humanos (Duvoisin 1976), se ha descrito un fendmeno de tolerancia para el
tratamiento cronico de haloperidol en roedores (Campbell y Baldessarini, 1981; Ushijima y
cols. 1993).

Medicion de catalepsia

La medicion de catalepsia puede ser efectuada mediante varios procedimientos, los
mas utilizados son la prueba de la barra, que consiste ¢n una barra de metal generalmente de
1 ecm de diametro, situada a 10 cm de altura sobre el piso de una jaula, y la prueba de la
gradilla, que consiste en una reja con cuadros de 1.2 cm c/u sobre la cual se sitGa al animal
en una postura extendida, la reja debe tener una inclinacion que varia segin el grupo de
investigacién. En ambos procedimientos se cuantifica el tiempo de duracién del animal en
una postura impuesta. La medicidn puede ser manual, o mediante dispositivos electronicos
para registrar los movimientos del animal. Generalmente se considera terminada la catalepsia
cuando el animal quita una o las dos patas de la barra, cuando toca el suelo, 0 cuando
corrige la posicion de extension en la gradilla (Sanberg y cols. 1988).

En relacion con los ritmos bioldgicos, varios estudios han sugerido que las
variaciones diurnas de los sistemas dopaminérgicos pudiesen regular el efecto producido por
farmacos que actiien sobre los receptores dopaminérgicos. En el caso de! haloperidol
(bloqueador D2 dopaminérgico), Campbell y cols. (1982) reportaron variaciones temporales

de catalepsia producida por haloperidol, aunque no encontraron variaciones dependientes
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del tiempo en los receptores dopaminérgicos, aunque si en la concentraciéon cerebral de
haloperidol, por lo que propusieron que las variaciones en el efecto del haloperidol
dependian de factores farmacocinéticos (Campbell y cols., 1982a; 1982b). Las variaciones
que reportan Campbell y cols. (1982) presentaron el mayor efecto cataléptico (pico) hacia
las 16:00 horas, y el menor (valle) a las 04:00 horas.

Sin embargo, Nagayama y cols. {1979) encontraron que dependiendo de la hora de
administracion de haloperidol, puede producir mayor o menor efecto de sedacién en la rata.
Este grupo (Nagayama y cols. 1979; 1988) no encontro diferencias temporales en las
concentraciones de haloperidol ni en sangre ni en el cerebro, por lo que propuso que las
variaciones en el efecto del halopendol pudiesen ser producidas por variaciones de los
receptores dopaminérgicos. Resulta interesante que el mayor efecto de sedacion producida
por e hatoperidol se haya encontrado en horas de luz, a semejanza de la catalepsia reportada

por Campbell y cols. (1982).

Estudios de vaniaciones diurnas de sistemas dopaminérgicos en humanos.

Como se discutié anteriormente, el sistema dopaminérgico tiene una participacion
importante en la esquizofrenia, debido fundamentalmente a que los farmacos con efecto
antipsicOtico presentan un mecanismo de accion comin en todos ellos: el bloqueo de los
receptores dopaminérgicos D2 (Creese y cols. 1976; Snyder 1976; Carlsson 1988; Kaplan y
Sadock 1991), aunque al mismo tiempo es responsable de los efectos colaterales,
consistentes en sintomas semejantes a la  enfermedad de Parkinson (sintomas
extrapiramidates). Sin embargo, a pesar de la evidencia de los cambios circadianos de este
sistema en mamiferos, existen pocos estudios clinicos donde se hayan explorado las
variaciones diurnas relacionadas con el sistema dopaminérgico.

Las variaciones diurnas de los sistemas dopaminérgicos en humanos han sido objeto
de varios estudios: las concentraciones séricas del acido homovanilico (catabolito
dopaminérgico, que se consideran comeo un indice de liberacion sinaptica de dopamina),
presentan variaciones diurnas tanto en sujetos sanos (Sack y cols. 1988; Davila y cols.

1989), como en esquizofrénicos (Davila y cols. 1989; Zumarraga y cols. 1993). Rao y su
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grupo (1993} reportd un ritmo circadiano en la concentracion de dopamina en la sangre
tanto en individuos sanos como sujetos con esquizofrenia,

En otros estudios, Van Cautier y cols. (1991) encontraron que los individuos con
esquizofrenia no tuvieron diferencias con los controles en los niveles séricos de cortisol,
corticotropina, ni en la hormona de crecimiento. La diferencia se encontrd en la liberacion de
prolactina, la cual al momento de conciliar el suefio presentaba un adelanto de fase, ademas
de liberarse en mayor cantidad en los sujetos esquizofrénicos comparados con los controles.
Se desconoce 1a relevancia de este efecto; sin embargo, se discutid la posible regulacion de
1a liberacion de prolactina por la via dopaminérgica tubero-infundibular. Finalmente, Damba
(1990) reporio que los sujetos esquizofrénicos presentaron dos picos de actividad tanto
conductual, como verbal a las 10 y las 16 horas,

El efecto de la variacion circadiana de los sistemas dopaminergicos parece ser
importante en el tratamiento antiparkinsénico. La administracion de L-dopa en sujetos con
enfermedad de Parkinson produce mejores efectos por 1a mafiana, mientras que por la noche

su administracion brinda poco beneficio a estos sujetos (Piccini y cols, 1991).

En la década de los sesenta, dos grupos independientes, Peterson y Olson (1963) y
DiMasio y Shader (1969), encontraron que en el tratamiento de pacientes psicoticos
hospitalizados, ta administracion nocturna del antipsicotico cloropromazina producia menos
sintomas extrapiramidales que su administracion en dosis repartidas en el dia, aunque con
ambos esquemas de dosificacion el efecto antipsicotico era similar. En otro estudio, Uriarte
y Rither {1976} encontraron que el haloperidol administrado por la noche producia menos
sintomas extrapiramidales que su administracion mediante dosis repartidas; ambos esquemas
de tratamiento produjeron un efecto antipsicético semejante. Sin embargo, el grupo de
Hruska y cols. (1966} no encontrd las diferencias del efecto temporal de la administracion de

este farmaco.
Estudios clinicos preliminares

Los estudios clinicos preliminares fueron realizados en el Hospita! Psiquiatrico “Fray

Bernardino Alvarez”. Como antecedente, en una valoracidn inicial de expedientes clinicos,
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se habia encontrado que la mejor respuesta antipsictica se obtenia con la utilizacion de los
medicamentos antipsicoticos perfenazina o haloperidol en el tratamiento de pacientes
esquizofrénicos (Quirasco y cols. 1990). Como el haloperidol era el antipsicético de mayor
uso, se decidi® buscar en fos expedientes clinicos evidencias que sugirieran la dosis optima
de este neuroléptico, intentando establecer una correlacion entre la dosis de haloperidol y la
respuesta al tratamiento. El criterio para considerar la respuesta fue ¢l tiempo de

internamiento necesario para que los pacientes obtuvieran el alta por mejoria,
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Figura 10. Dias de hospitalizacién relacionadas con la dosis de haloperidol. Todos los
pacientes que recibieron mas de 15 mgf/dia de haloperidol (n = 22), tornaron el medicamento en
dosis repartidas a lo largo del dia. Los que tomaron menos de 15 mg/dia en dosis repartidas (n =
15) se representan como: < 15 mg; mientras que los que recibieron el haloperidol en una sofa
toma por la noche se represenian como: noctuma { n = 14). La diferencia fue significativa
(Kruskall-Wallis: H = 14.2; gl = 2; p < 0.001). Las barras representan el error estandar
{modificado de Tomer y cols. 1995).

Se encontro que en los pacientes tratados con haloperidol en dosis mayores de 15

mg/dia, tuvieron estancias de internamiento en promedio de 55.57 +/- B.69 dias. Los
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esquizofrénicos tratados con dosis bajas fueron divididos en dos subgrupos, dependienda de
Ja dosis con la que se les administré el halopertdol: los que recibieron el haloperidol en dosis
repartidas (tomas en la mafiana y en !a noche) que tuvieron un promedio de 35.76 +/- 3,95
dias, y los pacientes que recibieren el haloperidol en una toma por la noche, que tuvieron un
promedio de 23.45 +/- 2.38 dias de estancia (figura 10).

Este resultado concuerda con los reportes donde las dosis bajas de antipsicéticos
producen mejores resultados que las dosis elevadas; sin embargo, en nuestro estudio no fue
posible evaluar la severidad de los sintomas psicéticos, por lo tanto, estos resultados podrian
deberse al tipo de dosificacién del antipsicotico, o a que los pacientes tratados con dosis mas
altas presentaron cuadros con mayor severidad. Sin embargo, el hecho de que las dosis bajas
administradas por la noche fueran las que tuvieron la respuesta antipsicOtica mas rapida,
sugeria un mecanismo de accion para el que no se tenia ninguna explicacion satisfactoria en
ese momento, y que contradecia al criterio farmacologico clasico de administracién en dosis
repartidas.

El siguiente estudio fue disefiado para tener pacientes hospitalizados por un episodio
agudo de esquizofrenia, con la misma severidad en los sintomas. De este modo, se intentaria
diferenciar los efectos del tratamiento con dosis bajas de haloperidol (menores a 15 mg/dia),
en un grupo que recibiera el tratamiento "convencional" de dosis repartidas en tres tomas al
dia, contra el tratamiento mediante una dosis uUnica nocturna. Se compar6 el efecto de tres
tomas repartidas en el dia, de 5 mg de haloperidol cada una, contra una toma nocturna de 10
mg de haloperidol.

La respuesta al tratamiento fue satisfactoria en ambos grupos (figura 11). Sin
embargo, aunque la respuesta al tratamiento en los sujetos que recibieron el haloperidol por
{a noche fue mds rapida (24.7 +/- 7.8 dias) que en los sujetos que recibieron el tratamiento
en dosis repartidas (34.45 +/- 6.9 dias), la diferencia en !a evolucién de ambos tratamientos

no fue significativa (figura 11).
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Figura 11. Evolucién de los sintomas psicolicos evaluados medianie la escata de
severidad PANSS (Herrera-Estrella y cols. 1993). La evolucién de los sintlomas compara el
tratamiento noctumo a base de haloperidol (circulos) contra el tratamiento habitual de dosis
repartidas (cuadros). Las evaluaciones fueron realizadas ¢ada semana. El anilisis estadistico no
mostrd diferencias estadisticamente significativas (T = 1401, n = 36, 53; p = 0.0678). Las barras
representan el error estandar.

Respecto a los sintomas extrapiramidales producidos por el halopenidol, los sujetos
tratados con dosis nocturnas tuvieron significativamente menos efectos colaterales y de
menor severidad, que los tratados con dosis repartidas. Los promedios de los puntajes de los

efectos extrapiramidales se muestran en la figura 12,
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Figura 12. Evolucién temporal de la severidad de los sintormnas extrapiramidales
producidos por el haloperidol, dependiendo de la dosis y tipo de administracion. Los circulos
representan las dosis noctumas de haloperidol, mientras que los cuadros representan las dosis
repartidas. La diferencia fue significativa desde la primera semana (T = 36; n = 7.8, p < 0.05)
hasta la Gltima (T = 11; n = 4,5; p < 0.05). Las bamras representan el error estandar.

Estos resultados sugirieron que pudiesen haber efectos temporales en la respuesta al
haloperidol, sin embargo, tuvieron el problema de haber comparado dosis diferentes, por lo
que solamente pueden ser tomados como resultados preliminares (Torner y cols. 1995).

Para evaluar si el horario para la toma del haloperidol medifica su efecto, se decidio
estudiar unicamente la severidad de los sintomas extrapiramidales en pacientes
esquizofrénicos que tomaran la misma dosis de haloperidol tres veces al dia; de este medo,
se comparo el efecto de la misma dosis en la misma categoria de sujetos, leniendo como

unica variable la hora del dia para la toma del medicamento.
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Figura 13. Variaciones dependientes del tiempo en la severidad de los sintomas
extrapiramidales producidos por haloperidol. Tridngulos hacia arriba: temblor; circulos obscuros:
rigidez facial, cuadros ebscuros: rigidez muscular; Indngulos hacia abgjo: marcha parkinsonica;
circulos claros: discinesia; cuadros claros: acatisia. Las diferencias se encontraron entre los
sintomas de las 9:00 (H=15.7, g.1.=5; p < 0.05), y de las 15:00 horas (H=13.1; g.i. = 5; p<0.05), los
sintomas de las 21:00 horas no tuvieron diferencias significativas en su severidad (H=1.84; g.1.=5;
p < 0.05; modificado de Torner y cols. enviado). Las barras representan el error estandar.

Se seleccionaron pacientes hospitalizados que hubiesen recibido tratamiento a base
de 30 mg/dia de haloperidol (10 mg v.o., tres veces al dia). Esta dosis era mayor a las del
estudio anterior, por 1o que deberiamos encontrar sintomas extrapiramidales mas severos
(para una mejor resolucion de la variacion en el tiempe). Todos los sintomas
extrapiramidales evaluados mostraron variaciones diurnas. La mayoria de los sintomas
presentaron mayores puntajes de severidad por la mafana, y fueron disminuyendo en el
transcurso del dia. Sin embargo, dos sintomas: discinesia y acatisia, mostraron menor

severidad por la mafiana y aumentando discretamente hacia la noche (figura 13).
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Estos ultimos resultados mostraron claramente que existen variaciones diurnas en los
efectos extrapiramidales del haloperidol, con un patron temporal que depende del efecto o
sintoma particular que se considere, lo que sugiere que las diferencias dependientes del
tiempo en los sitios de accion del haloperidol, pudiesen tener un perfil temporal diferente de
un sitio a otro. Por otro lado, como el efecto demostrado del haloperido! es
consistentemente en los receptores dopamingérgicos, la susceptibilidad de estos receptores
podria variar de una regién cerebral a otra dependiendo de su locatizacion, o del sistema
dopaminérgico que participe en el efecto en cuestion.

El estudio de las diferencias en el perfil de variaciones diurnas de los receptores
dopaminérgicos, no solamente tendria valor heuristico, sino que representa la posibilidad de
seleccionar el efecto que se desee producir con la aplicacion de los firmacos antipsicoticos,

dependiendo de la hora del dia para su administracion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el cerebro de la rata se han definido tres sistemas dopaminérgicos principales: 1)
la via nigro-estriatal, 2) la via mesolimbico-cortical y 3) el sistema tubero-infundibular. De
estos, la concentracidn mayor, tanto de dopamina como de receptores dopamingrgicos, se
localiza ¢n el estrdado. Por este motivo, la mayoria de los estudios relacionados con las
funciones de neurotransmisor de la dopamina han sido realizados en esta region cerebral.
Entre estos, se han reportado variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos D, en el
estriado de la rata (Kafka y cols. 1982). Sin embargo, hasta el momento se desconoce si
estos receptores presentan variaciones diurnas en otras estructuras cerebrales, y en el caso
de que las presentasen, no se sabe si el patrén de variaciones es semejante o no, entre las
distintas regiones que expresan receptores dopaminérgicos Dy,

Por otro lado, se han reportado variaciones diurnas en diferentes conductas
producidas por el haloperidol (antagonista dopaminérgico D;), como sedacion (Nagayama y
cols. 1979) y catalepsia (Campbell y cols. 1982). Sin embargo, hasta el momento no ha
quedado demostrada la posible correlacion entre las variaciones divrnas de los receptores
dopaminérgicos y las variaciones diurnas de la conducta producida por el efecto antagonico
del haloperidol sobre estos receptores.

Finalmente, el hecho de que la administracién nocturna de haloperidol (y
cloropromazina) a pacientes esquizofrénicos produzca menos sintomas extrapiramidales que
las dosis repartidas, y sin producirse diferencias imporiantes en el efecto antipsicotico,
permite suponer que pudiese haber diferencias dependientes del tiempo, en los receptores
sobre los que actian estos firmacos para producir el efecte colateral o el efecto terapéutico.

Por lo anterior, parece importante estudiar si los receptores dopaminérgicos D,
presentan variaciones diurnas en diferentes regiones cerebrales, ademas, si las variaciones
diurnas tienen ritmos similares o si el ritmo es diferente de una region cerebral a otra, y si los
ritmos de los receptores dopaminérgicos modulan de alguna manera el efecto conductual

producido por los farmacos que inciden directamente sobre los estos receptores.



HIPOTESIS

Con base en los antecedentes previamente descritos, se propone que:

a) Los receptores dopaminérgicos D; presentan variaciones diurnas.

b) Que dichas variaciones muestran diferente perfil temporal dependiendo de la region

cerebral en estudio.

¢) Que dichas variaciones modulan por lo menos algunos de los efectos conductuales de los

farmacos que actian sobre ellos (neurolépticos).

OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar si los receptores dopaminérgicos tipo D presentan variaciones diurnas
(circadianas); caracterizar si las variaciones difieren en la hora pico (acrofase) de una regién

cerebral a otra, y estudiar su relevancia en la expresion funcional en la rata (conducta).

Objetivos Especificos.
|. Caracterizar las variaciones diurnas en el pegado esterecespecifico de [*H}-
espiroperidol a los receptores dopaminérgicos D2 de la corteza frontal, el estriado, el

complejo amigdalino y €l cerebelo.

2. Determinar si la acrofase del pegado especifico de [*H]-espiroperidol a los receptores D;

ocurre a la misma hora en las diferentes regiones cerebrales mencionadas.

3. Determinar mediante curvas de saturacion si las variaciones son debidas a cambios en la.

afinidad (Kd) o cambios en la cantidad de receptores (Bmax}.
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4, Evaluar la posible correlacion funcional de las variaciones diurnas de los receptores, en
los diferentes sistemas dopaminérgicos mediante su participacion en la conducia

producida por haloperidol.

METAS

1- Establecer las condiciones Optimas para estudiar los receptores dopaminérgicos D,
mediante ensayos de union ligando-receptor, utilizando como ligando al compuesto tritiado

[*H]- espiroperidol.

2- Determinar el patron de variaciones diurnas de los recepiores dopaminérgicos D2
mediante la medicion de la interaccion ligando-receptor en diferentes regiones cerebrales

(estriado, corteza frontal, amigdala, cerebefo} de ratas.

3- Determinar si las variaciones ocurren por cambios en la constante de afinidad (Kd) o en el
nimero de receptores (Bmax) dopaminérgicos, mediante curvas de afinidad en las horas de

mayor y menor pegado del ligando a los receptores, por cada region.

4- Estudiar los efectos conductuales de un antagonista de los receptores dopaminérgicos
(haloperidol) inyectado en las ratas a diferentes horas (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, y 21 h}. Las
conductas a estudiar son; la catalepsia, la actividad locomotora, y la conducta de

exploracion hacia el medio ("rearing").
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4. Evaluar la posible correlacion funcional de las variaciones diurnas de los receptores, en
los diferentes sistemas dopaminérgicos mediante su participacion en la conducia

producida por haloperidol.

METAS

1- Establecer las condiciones optimas para estudiar los receptores dopaminérgicos D
mediante ensayos de union ligando-receptor, utilizando como ligando al compuesto tritiado

[*H]- espiroperidol.

2- Determinar el patron de variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos D;
mediante la medicion de la interaccion ligando-receptor en diferentes regiones cerebrales

(estriado, corteza frontal, amigdala, cerebelo) de ratas.

3- Determinar si las variaciones ocurren por cambios en la constante de afinidad (Kd) o en el
nimero de receptores (Bmax) dopaminérgicos, mediante curvas de afinidad en las horas de

mayor y menor pegado del ligando a los receptores, por cada region.

4- Estudiar los efectos conductuales de un antagonista de los receptores dopaminérgicos
(halopenidol) inyectado en las ratas a diferentes horas (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, y 21 h). Las
conductas a estudiar son: la catalepsia, la actividad locomotora, vy la conducta de

exploracion hacia el medio ("rearing").
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Para todos los experimentos de este trabajo, se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar (Instituto de Fisiologia Celular, UNAM). Los animales fueron seleccionados con un
peso inicial de 200 gramos aproximadamente. Los animales fueron dispuestos en cajas
grandes de acrilico (54 cm largo x 43 cm ancho x 20 cm alto), en grupos de cuatro animales
en cada caja, en condiciones de agua y alimento ad libitum. 1as cajas de los animales fueron
situadas en cuartos con ciclos luz-obscuridad regulados (ciclo normal, con luz encendida de
fas 8:00 a las 20:00 horas; y ciclo invertido, con luz encendida de las 20:00 a las 8:00 horas}).
Para que los animales estuvieran perfectamente adaptados y sincronizados a los parametros
temporales, se mantuvo un periodo de adaptacidn-sincronizacion no menor a tfes ni mayor
de seis semanas antes de su utilizacion en los experimentos.

Experimentos de union ligando-receptor

Para el desarrollo de los experimentos de union especifica, se utilizaron los métodos
descritos por Creese y cols. (1977), modificados por Seeman y cols. (1989).

a) Preparacién de membranas:

Los animales fueron sacrificados por decapitacion. El cerebro fue removido
rapidamente y puesto en solucién Tris-Krebs (Tris 50 mM, pH 7.4, NaCl 120 mM, KCl1 5
mM, CaCl; 2 mM, MgCl, 2 mM) a 4 ° C, inmediatamente después, el tejido fue disecado en
la superficie de un vidrio de reloj a la misma temperatura, Se disecaron bloques de las
siguientes estructuras: la corteza frontal (disecada hasta el forceps menor del cuerpo
calloso), la cabeza del cuerpo estriado, el complejo amigdalino (que incluyd los polos
ventrales del hipocampo) y el cerebelo. Los bloques de tejido fueron congelados
inmediatamente en nitrogeno liquido hasta su posterior utifizacion,

Los blogues de tejido se homogeneizaron en una solucion hipo-osmolar Tris 50 mM,
pH 7.6 a 4 °C, con un homogenizador teflén-vidrio en un 1aladro de velocidad regulada (650
r.p.m.), 10 recorridos del émbolo. Los homogenados fueron centrifugados utilizando una

centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B a 48,200 x g (rotor S8-34 a 20 000 r.p.m.). La pastilla

48



fue resuspendida en la misma solucién y centrifugada nuevamente. La pastilla final fue
resuspendida en la solucion Tris-Krebs. En esta preparacidén de membranas se midio la
concentracion de proteinas para calcular la cantidad a utilizar en el ensayo de unién ligando-

receptor,

b) Validacion de la técnica.

Para los experimentos en los que se implementd la técnica de union radioligando-
receptor, se decidié utilizar una concentracion de 0.2 nM de [*H]-espiroperidol (Kd
reportada por Creese y cols. 1977). Los experimentos consistieron en a) el estudio del
pegado de [*H]-espiroperidot a concentraciones crecientes de proteina, de la preparacion de
membranas de cada region cerebral disecada; b) la determinacion del tiempo de incubacion
en el que se alcanza el equilibrio en el pegado de [*H]-espiroperidol; ¢) la caracterizacion de
los compuestos utilizados para definir el pegado inespecifico y el pegado total a los
receptores D; dopaminérgicos; y d) determinacion en un ensayo piloto {(n = 3} de la
constante de afinidad (Kd) para el pegado de {*Hj-espiroperidol en nuestras condiciones

experimentales.

¢) Experimentos de unién ligando-receptor

El ensayo ligando-receptor consistié en la incubacion del homogenado de membranas
en una solucion Tris-Krebs en presencia de 0.1 nM de [*H]-espiroperidol (la concentracion
de membranas utilizada se describe mas adelante, y depende del tejido utitizado. Lowry y
cols. 1951). Para medir el pegado total del ligando al tejido, la incubacidon se hizo en
presencia de (-)-butaclamol 1 pM y Ketanserina 40 nM. El pegado inespecifico fue medido
en presencia de (+)-butaclamol 1 pM y Ketanserina 40 nM, El pegado estereoespecifico de
[*H]-espiroperidol a los receptores D,, consistié en la diferencia entre ¢l pegado total menos
el pegado inespecifico. En estas condiciones, la medicion de receptores incluyd a toda la
famihia de receptores del tipo D2 (D,, D3, y D).

Los homogenados fueron incubados a 37°C durante 30 minutos, deteniendo la

reaccion mediante filtracion en un aparato Cell Harvester (Brandel), utilizando filtros GF/B.
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Los filtros se dejaron secar 12 horas. La radiactividad fue medida poniendo los filtros en

viales con 5 ml de tritosol, en un contador de centelleo Beckman LS 6000SC.

d) Experimentos de variaciones diurnas en el pegado de[*H]-espiroperidol a los
receptores dopaminérgicos.

Para estos expenimentos, los animales fueron sacrificados cada 3 horas hasta completar
un ciclo de 24 h, partiendo de fas 00:00 horas. Durante el periodo de obscuridad, los
animales fueron sacrificados con el auxilio de luz roja de baja intensidad. El procedimiento
para la obtencién de la fraccion membranal y los experimentos de union fue el descrito
anteriormente. La concentracion de [*H]-espiroperidol que se utilizo en estos experimentos
fue de 0.1 nM. Esta concentracion se encuentra dentro del rango de las constantes de

afinidad (Kd) reportadas para la familia de los receptores D, dopaminérgicos.

e) Cinética de los receptores D, dopaminérgicos.

Para determinar los valores de la afinidad (Kd) y densidad (Bmax) de los receptores
D; dopaminérgicos, se efectuaron curvas de pegado de [*H]-espiroperidol para determinar
los valores de saturacion. Como el propasito de estos experimentos fue determinar si las
variaciones diurnas obedecen a cambios en la afinidad o la densidad de los receptores, los
experimentos de saturacion fueron realizados en preparaciones de membranas de animales
sacrificados en las horas de pico y valle que fueron determinadas previamente mediante el

estudio de variaciones diurnas.
Experimentos de conducta

Estos experimentos intentaron estudiar si existe alguna correlacion en las variaciones
diurnas de los receptores dopaminérgicos D3, y su posible participacion en la regulacion del
efecto conductual de los farmacos que actian sobre estos receptores. Para esto, una hora
antes de la medicion de la conducta los animales fueron inyectados con haloperidol

{presentacion comercial, diluida en solucion salina 1:25) o con solucion salina (controles).
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a) Campo abierto

En todos los casos, la primera medicion fue la conducta espontinea en el campo
abierto, para tener un indicador de las variactones diurnas en el ritmo de actividad
espontanea. El campo abierto consiste en situar al animal en un entorno novedoso para él.
En este caso, fue una caja de acrilico de 54 x 43 x 20 ¢m, la cual tenia dibujadas lineas en el
piso formando una cuadricula. Cada cuadro tenia un tamafio cercano a 11 x 11 cm (cabria
una rata en cada cuadro). La rata se situaba en una esquina para iniciar la prueba; un
observador siguié los movimientos del animal durante dos minutos, registréandolos en un
papel con una cuadricula semejante a la de la caja de acrilico.

Las conductas que se registraron en el campo abierto fueron:

Locomocion. Consistio en contar los cuadros que cruzaba el animal al moverse en el
campo abierto.

Exploracion vertical (“rearing”). Conducta de exploracion en fa cual el animal
levantaba el cuerpo parandose solo en las patas posteriores, olfateando hacia arriba.

Otros parametros que se tomaron en cuenta en esta prueba fueron el nimero de

micciones y defecaciones durante [a misma.

b) Catalepsia

La catalepsia ha sido definida como la dificultad del animal para corregir una postura
impuesta (Sanberg y cols. 1988). Para el montaje y la validacion de la medicion de catalepsia
se realizaron varios ensayos piloto, en los que se probd la prueba de la barra inyectando
haloperidol (1.2 mg/kg de peso), midiendo el tiempo de catalepsia como la duracion de la
postura impuesta, manteniendo las patas delanteras de la rata sobre la barra, y deteniendo el
reloj hasta que el animal pusiera las dos patas delanteras (ambas) en el piso de la caja. La
barra era una pieza de madera de 1 cm de diametro, situada a 10 cm del piso de la jaula. Sin
embargo, con esta prueba encontramos que los animales podian permanecer en esta posicion
durante largo tiempo (mas de 300 segundos). La medicion de catalepsia parecia estar
modificada por la manifestacion de otras conductas como sedacion y suefio. Intentando
evitar medir sedacion junto con la catalepsia, se decidid probar la “prueba del corcho”

reportada por Morelli y DiChiara (1985). Comparando estas pruebas, enconlramos tiempos

51



mas breves de catalepsia con los corchos que con la barra, ademds, los valores de catalepsia
medida en los corchos mostraron menor dispersion que la barra. Por otro lado, 1a catalepsia
medida en los corchos requiere de mayor inmovilidad que la medicién en barra, por lo que
aparentemente era mas dificil confundir y medir otras conductas (como sedacion, por
ejemplo) junto con la catalepsia; por todo lo anterior, decidimos utilizar esta prueba en los
experimentos subsecuentes.

E! méiodo para medir la catalepsia (Morelli y DiChiara, 1985) consiste en situar cada
pata del animal sobre un corcho de 2.5 em de alto, los corchos se situaron en las "esquinas”
de un rectangulo hipotético de 9 x 12 cm, de tal modo que los animales fueron colocados en
extension de las extremidades y se midié el tiempo de duracion de esta postura mediante un
cronometro (Figura 14). E! criterio para detener ¢} reloj fue cualquier movimiento de las
extremidades o de la cabeza que no fuesen sacudidas involuntarias, y que cornigiera la

postura impuesta al animal.

e

Figura 14.- Dibujo mostrando la forma en 1a que fueron situados los animates, para medir
catalepsia utilizando la prueba de los corchos.

La catalepsia se midié una hora después de la inyeccion subcutanea de! haloperidol. Se
realizaron cuatro mediciones de catalepsia en cada animal, con un intervale de 30 segundos
entre una prueba y la siguiente.

Para estandarizar la prueba de catalepsia realizamos dos intentos exitosos en los cuales

se lograba situar a la rata en la posicion cataléptica, Consideramos como un intento el tomar
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con suavidad al animal, poner las patas y el cuerpo en la posicion correcta, y solar
gradualmente al animal (figura 14), El intento se considerd exitoso si el animal duraba en la
posicion impuesta mas de 5 segundos. Para disminuir la variabilidad en los tiempos de
catalepsia, se tom¢ anicamente el promedio del segundo intento exitoso para considerarlo
como el tiempo de catalepsia. Las variaciones diurnas de catalepsia fueron medidas en
diferentes grupos de animales, programando la evaluacion de cada grupo en pruebas aisladas
cada 3 horas a partir de las 00:00 horas. Las mediciones de la conducta en horas de

obscuridad se realizaron con el auxilio de |uz roja de baja intensidad.

Disefio experimental y anélisis estadistico

En la primera parte del proyecto, caracterizamos las variaciones diurnas de los
receptores dopaminérgicos D; mediante el pegado de [*H]-espiroperidol. Como en estos
experimentos los animales deben ser sacrificados (solamente pueden ser utilizados una vez),
se utilizaron grupos independientes de animales en cada experimento. Sin embargo, todos
los animales fueron machos de 280 - 350 g de peso, en condiciones semejantes de
almacenamiento y sincronizacion.

Para medir la interaccién radioligando-receptor determinamos las regiones cerebrales
que tuvieran una correlacién entre el aumento de la cantidad de tejido (medida a través de la
concentracion de proteinas) y el aumento en el pegado especifico de [*H]-espiroperidol. Para
esto se disecaron cerebros de ratas que fueron repantidos en cuatro grupos. Cada cerebro
fue disecado y las regiones a estudiar fueron mezcladas con las mismas regiones de otras dos
ratas ("pool"); de estriados, de corteza, etc.); de este modo, un grupo consistia de la mezcia
de tejido de tres animales (n total de animales = 12).

Para los experimentos de incubacion se utilizaron igualmente cuatro grupos mezclados
de tejido (tres ratas en cada grupo). En los de desplazamiento, se utilizaron seis grupos de
tres animales.

Una vez montada la técnica, medimos el pegado de [‘H]-espiroperidol a las
membranas de cada region, obtenida de animales individuales sacrificados cada 3 horas. Con
este procedimiento, obtuvimos las variaciones diurnas de los receptores de.cada region,

utilizando un animal por cada medicion, El nimero de animales utilizado fue de ocho para el
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estriado y la corteza cerebral, y de diez para el complejo amigdalino. El disefio fue de grupos
independientes.

Para estudiar ¢l mecanismo de las variaciones de los receptores, estudiamos en las
horas de picos y valles de cada region, las caracteristicas cinéticas del pegado de [*H)-
espiroperido! a los receptores Ds. Para esto, utilizamos tejido disecado de gnupos de dos
cerebros para cada curva de desplazamiento.

En la dltima parte, estudiamos las varjaciones diurnas del efecto conductual de la
inyeccion de haloperidot (0.13 mg/kg peso), en los mismos puntos horarios que se
emplearon para la determinacion de los receptores dopaminérgicos D; (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18,
y 21). Para esto, se utilizaron grupos independientes de animales a los que se les inyectd
haloperidol (0.13 mg/kg de peso) en un disefio contrabalanceado, en donde todos los
animales fieron inyectados alternadamente con haloperidol o con solucion salina, con un
periodo de "lavado” de 10 dias para la repeticion de la catalepsia, recibiendo lo contrario de
lo que se le hubiese inyectado inicialmente. De este modo, cada animal fue su propio
control. Ejemplo:

Halaperido! = sol, salina

Sot. salina = haloperidol

Los experimentos en los que se midieron las variaciones diurnas, fueron analizados
mediante un andlisis de varianza (ANOVA), utilizando como prueba post hoc la prueba de
Student-Neumann-Keuls cuando fuese pertinente. En los casos que este analisis no fuese
posible por tener muestras con distribucién no-normal, se utilizé el andlisis de varianza

basado en rangos de Kruskall-Wallis, con 1a U de Mann-Whitney como prueba posi-hoc.



RESULTADOS
ENSAYOS DE UNION LIGANDO-RECEPTOR
1) Validacion de la técnica

Para mentar y validar 1a técnica en el laboratorio, se utilizaron concentraciones de
0.2 nM de [*H}-espiroperidol, y tiempos de incubacion de 20 minutos a 37 ° C, de acuerdo
con la técnica reportada por Creese y cols. (1977) y Seeman y cols. (1997). En los
experimentos iniciales el pegado inespecifico fue determinado mediante la incubacion en
presencia de una concentracion excesiva de haloperidol frio (1 pM; véase la figura 9, pagina
3.

Inicialmente se buscod determinar las regiones cerebrales en donde pudiesen ser
medidos los receptores dopaminérgicos D; con esta técnica. Para esto, se pusieron
concentraciones crecientes de la preparacion de membranas (medidas como concentracion
de proteinas) de cada region cerebral disecada. Los resultados se muestran en la figura 15 a,
Ademas de definir las regiones cerebrales a estudiar, este experimento permitié determinar la
concentracion optima de proteinas en el medio de incubacion, de cada region cerebral en
estudio.

Las regiones cercbrales con mayor pegado especifico de [*H]-espiroperidol, fueron el
estriado y el nicleo accumbens. La corteza frontal y el complejo amigdalinc-temporal
presentaron menor pegado del ligando al receptor dopaminérgico. El rango lineal para el
pegado de [*H]-espiroperidol tanto en el estriado como en accumbens, fue hasta de 400 pg
de proteinas. El rango lineal para el pegado de [*H]-espiroperidol en la corteza frontal y el
complejo amigdalino-temporal fue hasta de 600 ug de proteinas (Figura 15 a). De acuerdo
con estos resultados, decidimos estandarizar para los subsecuentes ensayos de union,
utilizando 300 pg de proteinas del estriado o del niclec accumbens, y 500 pig de proteinas
para el complegjo amigdalino, la corteza frontal y el cerebelo {como control).
Interesantemente, aumentando la concentraciéon de membranas de cerebelo, hipocampo, e.
hipotalamo en los ensayos de union ligando-receptor, no se encontraron incrementos

significativos en el pegado especifico de [*H]-espiroperidol.
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El siguiente experimento fue para determinar el tiempo en el que se alcanza el
equilibrio en la interaccién ligando-receptor, lo que depende de la temperatura de
incubacion. Para esto, decidimos incubar 0.2 nM de [*Hl-espiroperidol con 300 pg de

proteinas de estriado, o 500 pg de proteinas de corteza frontal, durante diferente tiempo

(figura 15 b). El tiempo de incubacion para alcanzar el equilibrio tanto en el estriado como
en la corteza frontal fue de 30 minutos. Este tiempo de incubacion fue utilizado en los

experimentos de todas las regiones cerebrales.
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Figura 16. Curva de desplazamiento del pegado de l’H]-espiroperidm por concentraciones
crecientes de dextro-butaclamol (circulos), levo-butaclamol (cuadros) y ketanserina {triangulos).
Los simbolos representan la media de seis experimentos realizados cada uno por triplicado.

Para definir las concentraciones de los diferentes ligandos que serian utilizados para
separar el pegado total del pegado inespecifico, se realizd una serie de curvas de

desplazamiento para inhibir ¢l pegado de [*H]-espiroperidol a los receptores D2 del estriado,
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lo que se muestra en la figura 16. La inhibicion del pegado de [*H]-espiroperidol por el
butaclamol dextrégiro fue mayor que la inhibicion por el isdmero levogiro. Por otro lado,
como el [*H]-espiroperidol puede unirse también a los receptores 5-HT,, estudiamos la
inhibicién producida por la incubacion con concentraciones crecientes de ketanserina, que es
un antagonista selectivo de los receptores serotoninérgicos 5HTz y ». La curva de
desplazamiento mostré que la ketanserina a una concentracion de 100 nM, tiene apenas un
desplazamiento menor al 20 %.

De acuerdo con estos resultados, para los ensayos siguientes el pegado total se
determiné incubando en presencia de 1 pM del levoisomero (-) de butaclamol, el pegado
inespecifico se determind incubando en presencia de | uM del dextroisomero (+) de
butaclamol, y la diferencia entre ambos se considerd como el pegado estereo-especifico. En
todos los ensayos siguientes se utilizd 0.04 pM de ketanserina, tanto en el pegado total

como en ¢l inespecifico,

2) Estudios de ritmos en receptores.
2, 1) Variaciones diurnas

Para medir las variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos de diferentes
regiones cerebrales, utilizamos preparaciones de membranas d¢ cada region a estudiar,
obtenidas de animales sacrificados cada 3 horas, a partir de las 00:00 horas hasta completar
un ciclo de 24 horas.

Los resultados en los experimentos de union en el estriado se muestran en la figura
17, en la que se observa que el pegado estereo-especifico de [*H}-espiroperidol a los
receptores 1), del estriado, mostrd variaciones diurnas con un patrén unimodal. La mayor
capacidad para el pegado ocurnié en horas de obscuridad, mostrando un pico de las 0 a las
3 horas, con un valor maximo de pegado de 231 fmol/mg prot. 1.a menor capacidad de
pegado (valle) se tuvo hacia las 18:00 horas, con 145 fmol/mg prot. de [SH]-espirop_eridol.
La media de los valores de pegado fue de 180.2 fmol/mg prot., y las variaciones tuvieron
una amplitud de 86 fmol/mg prot., que equivale al 47.8 % de la media. Las vanaciones del
pegado de [*H]-espiroperidol a los receptores D, del estriado fue significativa (F (5, a0y =

3.81:p < 0.05).
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Figura 17. Vanaciones diumas en el pegado estereoespecifico de ["‘H]-espiroperidol, a los
receplores dopaminérgicos del estriado de rata. Se repitieron 10s mismos datos, graficandolos
como si fuesen dos periodos, para observar mejor e! perfil de variaciones en el liempo. Cada
simbolo representa |la media de 6 experimentos, cada uno por triplicado. Las barras representan el
ermror estandard (&),

El pegado estercoespecifico de ['H]-espiroperidol a los receptores D, de la corteza
frontal se muestran en la figura 18. Las variaciones diurnas del pegado de [‘H)-espiroperidol
a los receptores D; de la corteza frontal mostraron un patran bimodal. Los picos ocurrieron
a las 00:00 (13,48 fmol/mg prot.) y las 12:00 horas {!1.4 fmol/mg prot.). El menor nive! de
pegado de [‘H)-espiroperidol ocurrié entre las 18:00 y las 21:00 horas (4.87 finol/img
prot.), en ¢l momento de la transicion de la luz a la obscuridad. La media de los valores de

pegado fue de 8.45 fmol/mg prot., con una amplitud de variacién de 8.39 fmol/mg prot.,



que equivale al 108.7 %. Las variaciones diurnas del pegado de [*H]-espiroperidol a los

receptores D; de la corteza frontal fueron estadisticamente significativas ( F (7,40 = 4.31;p <
0.01).
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Figura 18. Variaciones diumnas en el pegado de [*H}-espiroperidol a los receptores dopaminérgicos
de la corteza frontal. Se repitieron los mismos datos en la grafica en forma de dos periodos, para
observar mejor el perfil de vanaciones. Cada simbolo represenia Ia media de 6 experimentos,
cada uno por triplicade. Las barras representan +/- el error estandar

El pegado estereoespecifico de ["H)-espiroperidol a los receptores D, del complejo
amigdalino-temporal (figura 19), mostraron un patron bimodal de variaciones con un pico
mayor hacia las 18:00 horas (17.14 fmol/mg prot.) y un pico menor hacia las 06:00 horas
(13.04 finol/mg prot.). Los valles en el pegado ocurrieron a fas 09:00 {(7.86 fmol/mg prot.) y
las 00:00 horas (7.75 fmol/mg prot.). La media de los valores de pegado fue de 10.73




fmol/mg prot., con una amplitud de variaciones de 9.6 fmol/mg prot., equivalente at 89.4 %.

Las variaciones diurnas fueron significativas ( F (7.7 =2.3; p <0.05).
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Figura 19. Variaciones diumas en el pegado de [3H]-espirop-eridol a los receptores dopaminérgicos
del complejo amigdalino-temporal. Se repitieron los mismos datos en la grafica en forma de dos
periodos, para observar mejor el perfii de variaciones. Cada simbolo representa la media de 10
experimentos, cada uno por triplicado. Las bamras representan +/- el error estandard.

El pegado estereoespecifico del pegado de [*H]-espiroperidol a las membranas del
cerebelo, presentd un patrén ultradiano de variaciones, con valores entre 023 a 1.89
fmol/mg prot., que se situaron en el nivel de ruido para las vanaciones diurnas que
encontramos en otras regiones. Las variaciones diurnas encontradas en ei cerebelo no fueron

estadisticamente significativas,
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2, 2) cinética de los receptores D, dopaminérgicos

~ Para determinar el mecanismo de las variaciones de los receptores D
dopaminérgicos, se estudid la cinética de ia interaccion ligando-receptor en diferentes
regiones, de animales sacrificados a la hora del pico y la hora del valle de las variaciones
diurnas encontradas en cada region. En el estriado el pico se midié a las 00:00 horas y el
valle a las 12:00 horas; en la corteza frontal se midieron dos picos, uno a las 00:00 y el otro
a las 12:00 horas, mientras que el valle fue medido a las 18:00 horas. En el complejo
amigdalino, el pico fue medido a las 18:00 horas y el valle hacia las 12:00 horas.

La curva de saturacidn de la interaccion radioligando-receptor en el estriado,
alcanzd niveles mayores en los animales de las 00:00 horas (Kd 0.22 nM; Bmax 355
fmol/mg prot.), que en los animales de las 12:00 horas (Kd 0.21; Bmax 245 fmol/mg prot.),
lo que sugirié que las variaciones dependientes del tiempo se relacionan con la densidad de

los receptores en la superficie de la membrana (figura 20 a).
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Figura 20.- Curva de saturacion para el pegado de [3H]-espiroperidol a receptores de estriado de
rata. a) curva de saturacién (n = 8). b) transformacidn a Scalchard-Rosenthal de los datos de
saturacion. En ambas gréficas, los circulos representan al tejido obtenido a ias 00:00 horas, los
tridngutos representan al tejido de las 12:00 horas. Las barras representan €l error estandar.
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Esto fue confirmado mediante el analisis de Scatchard-Rosenthal (figura 20 b). En
donde no se observaron cambios en la pendiente de las rectas, y la diferencia se encontré en
los interceptos con los ejes. Tampoco se encontraron curvas "sesgadas" que sugirieran dos
receptores, por lo que asumimos que en este rango de concentraciones se midié un solo
receptor dopaminérgico de alta afinidad. Las constantes de afinidad {(Kd) del estriado de las
00:00 y i2:00 horas, no mostraron grandes diferencias, ni en las constantes calculadas en
las curvas de afinidad, ni en las calculadas mediante el analisis Scatchard-Rosenthal.

Figura 21- Curva de saturacion para el pegado de [JH]-espiroperidoI a receptores dopaminérgicos
D, de corteza frontal. a) curva de saturacién (n = 8), b} transformacion Scatchard-Rosenthal de los
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datos de saturacidn. En ambas gréaficas los circulos representan al tejido de las 00:00 horas, los
tridngulos el de las 12:00 horas, y los cuadrados representan el de las 18:00 horas. Las barras
representan el error estandar.

Los receptores D; de la corteza frontal tuvieron curvas de saturacion que mostraron
un patron similar entre las 00:00 horas (Kd 0.34 nM; Bmax 40.5 fmol/mg prot.) y las 1200
horas (Kd 0.341nM; Bmax 38 fmol/mg prot.), que correspondian a las horas de los picos de

pegado de espiroperidol {véase figura 18). Sin embargo, la curva fue diferente a las 18:00
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horas (Kd 0.24 nM; Bmax 22 fmol/mg prot.), que presentd un nivel menor de saturacidn
(figura 21 a). Esto sugiere que las variaciones dependientes del tiempo ocurren en la
densidad de los rteceptores dopaminérgicos D2 Lo que se confirmo con el analisis
Scatchard-Rosenthal que mostro rectas con la misma pendiente. Esto confirmé que las
variaciones ocurren en la densidad de los receptores, aunque exista una discreta variacion
en las constantes de afinidad respecto a otras regiones cerebrales {figura 21 b).

La curva de afinidad de los receptores D, del complejo amigdalino-temporal mostro
un nivel menor de saturacién a las 12:00 horas (Kd 0.18; Bmax 17 fmolmg prot.), al
compararla con la preparacion de las 18:00 horas (Kd 0.23; Bmax 37 fmol/mg prot.),
(figura 22 a), E! analisis de Scatchard-Rosenthal mostrd rectas paralelas para las curvas de

las 12:00 y las 18:00 horas (figura 22 b).
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Figura 22 - Curva de saturacion del pegado de {*H]-espiroperidof a los receptores depaminérgicos
D» del complejo amigdalino-temporal, a) curva de saturacién (n = 8), b} transformacion Scatchard-
Rosenthal de ios datos de saturacion, €n ambas graficas los tridngulos representan el tejido de las
12:00 horas, y los cuadrados representan el de las 18:00 horas. Las barras representan el emor
estandar,
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Estudios de conducta
1 ) Catalepsia
Estandarizacion de la técnica

Para la medicion de catalepsia se probd inicialmente la prueba de la barra,
inyectando 1.2 mg/kg de peso de haloperidol. Esta dosis fite seleccionada debido a que en
un estudio piloto resultd mejor que la dosis mas frecuentemente utilizada en la literatura (1
mg/kg de peso). Con este procedimiento se realizaron mediciones de catalepsia cada tres
horas, encontrando variaciones diurnas con un patron unimodal, y un pico de catalepsia de
las 12:00 a las 15:00 horas (figura 23). La catalepsia presentd variaciones diurnas con
valores entre 300 a 900 segundos (5 a 15 minutos aproximadamente). Los animales control

tuvieron tiempos de catalepsia que oscilaban entre 8 a 13 segundos.
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Figura 23 .- Catalepsia producida por haloperidol (1.2 mg/kg) medida en ia prueba de la barra. Los
circulos representan la catalepsia producida por haloperidol {n=12; F (7.8s =4.502; p<0.05), los
cuadros representan la catalepsia producida por una inyeccién de solucion salina (controles; n=12).
Las barras representan el emor estandar. La grafica muestra repetidos jos mismos datos para una
mejor visualizacion.




Sin embargo, con esta metodologia encontramos que algunos animales permanecian
en la barra manteniendo la posicion impuesta durante tiempos largos, lo que daba la
impresion de que la medicidén de catalepsia estaba siendo modificada por otras conductas
como sedacion ylo suefio. Esta sospecha parecid confirmada al realizar la curva dosis-
respuesta midiendo la catalepsia en la barra. Encontramos que la mitad de la dosis para
producir el efecto maximo (DEM;sp) era de aproximadamente 0.11 mg/kg a las 03:00 horas,

y de 0.15 mg/kg a las 15:00 horas (figura 24) lo que resultd opuesto a lo esperado con

respecto al pico y el valle de la curva de variaciones diurnas. Estas dosis fueron mucho
menores que la dosis utilizada de 1.2 mg/kg. Para evitar la posibilidad de medir sedacién y
suefio junto con la catalepsia, decidimos probar la “prueba dej corcho” reportada por
Morelli y DiChiara (1985).
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Figura 24 .- Curva dosis-respuesta para la catalepsia preducida por haloperidol, medida en la
prueba de la barra, {n = 12). Los circulos representan 1a duracidn de la catalepsia medida a las
03:00 horas, mientras que los cuadros representan la medicion de la catalepsia a las 15:00 horas.




Al mismo tiempo que la curva dosis-respuesta de la catalepsia en barra, se realizo la
curva dosis-respuesta midiendo la catalepsia en la prueba de los corchos, utilizando los
mismos animales y en el mismo horario (03:00 y 15:00 horas; figura 25), con un intervalo

l de 5 minutos entre una prueba (barra) y la siguiente (corchos). La comparacion de estas
pruebas mostrd resultados similares en cuanto a que los tiempos mayores fueron los
medidos en la obscuridad y en que las dosis bajas brindaron una mejor resolucidn de la
catalepsia (figuras 24 y 25 ). Mas atn, la catalepsia medida en los corchos requiere de
mayor inmovilidad que la medicion en la barra, por lo que aparentemente es mas dificil
confundir y medir otras conductas junto con la catalepsia (por ejemplo: sedacién), por todo

lo anterior, decidimos utilizar esta prueba para los experimentos subsecuentes.
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Figura 25 .- Cuiva dosis-respuesta preliminar, comparando la catalepsia {(medida en corchos) a {as
03:00 (circulos) y 15:00 horas (cuadros). £l rango de dosis en el que se encontraron diferencias fue
entre 0.1 a 0.15 mg/kg de haloperidol (n = 12}.
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La curva dosis respuesta de la catalepsia medida en los corchos, mostré un perfil
similar a la curva de catalepsia medida en la barra, aunque con tiempos menores en la
duracion de la catalepsia. En la figura 25 se puede observar la diferencia entre la curva
dosis-respuesta de las 03:00 horas y la curva a las 15:00 horas, Con esta curva inicial, la
dosis escogida para evaluar las variaciones diurnas de catalepsia producida por haloperidol
fue de 0.13 mg/kg de peso. Los controles (inyectados con sol. salina) tuvieron valor de 0 en

todas las horas en las que se midieron,
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Figura 26 .- Variaciones diumas de catalepsia inducida por haloperidol (0.13 mg/kg). La prueba fue
medida en corcho (n = 8). En la gréifica se muestran los mismos datos, por duplicado para una
mejor observacitn de las variaciones.

La catalepsia en los corchos permitio determinar sus variaciones diurnas midiendo
esta conducta cada tres horas a partir de las 00:00 horas, hasta completar un ciclo de 24

horas (figura 26). El efecto maximo de la produccidn de catalepsia por haloperidol se
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observd a las 00:00 horas, y el minimo a las 09:00 horas. Las variaciones fueron
estadisticamente significativas ( F (7. 56 = 2.38; p < 0.01 ). La duracidén maxima de
catalepsia fue de 30 segundos (00:00 h), el minimo de 14 (09:00 h), con una amplitud de
100 % con respecto a la media.

Para confirmar la correlacion del efecto cataleptogeno del haloperidol con las
variaciones de los receptores dopaminérgicos, realizamos nuevamente las curvas dosis-

respuesta en las horas de pico y valle (00:00 y 12:00 horas) de la conducta de catalepsia

(Figura 27).
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Figura 27 .- Curva dosis-respuesta de catalepsia producida por haloperidol. A - Curva donde se
muestran las diferencias entre las 00:00 (circulos) y las 12:00 (cuadrados) horas. B .-
Transformacién a porcentajes para comparar el efecto dependiente del tiempo del haloperidol.
Cada simbolo representa el promedic de 6 datos, las barras representan el efror estandar.




2) Conductas locomotora y de exploracion vertical ("rearing”)
La conducta espontanea en situacion de campo abierto que se observo una hora
después de la inyeccion de 1.2 mg/kg de haloperidol, fue de inmovilidad total. Con esta

dosis, los animales permanecieron en el sitio en el que fueron situados, manteniendo los

ojos cerrados y la espalda encorvada.
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Figura 28 .- Variaciones diumas de la actividad locomotora en ratas inyectadas con halopesidot
0.13 mg/kg de peso {n = 8). Las variaciones diurnas fueron analizadas con la prueba de Kruskall-
Wallis, resultando estadisticamente significativas (H= 16.9;gl.=7; p < 0.05). :

Con la dosis de 0.13 mg/kg, encontramos variaciones diurnas de la conducta
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locomotora que se muestran en la figura 28. El maximo de conducta locomotora en
presencia de haloperidol ocurrié a las 06:00 horas, con un minimo a las 21:00 horas. Las
variaciones diurnas de la conducta locomotora fueron estadisticamente significativas
(figura 28). Los animales control (inyectados con solucidn salina) presentaron variaciones

no significativas (no se muestran) con un patron irregular.
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Figura 29 .- Variaciones diurnas de la actividad de exploracidn vertical en ratas inyectadas con
haloperidol 0.13 mg/kg de pesc {n = 8). Las variaciones diumas no fueron estadisticamente
significativas (H= 9.4, g.\.=7; p=0.22).

Las variaciones diurnas de la conducta de exploracion vertical se muestran en la
figura 29. La exploracidn vertical en presencia de haloperidol mostrd un patron ultradiano,

con dos picos de actividad a las 06:00 y las 15:00 horas, y un valle hacia las 21:00 horas,
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aunque no tuvieron significancia estadistica. Los animales inyectados con solucion salina,

no tuvieron variaciones significativas.

No se encontraron variaciones diurnas estadisticamente significativas en miccion ni

en defecacion durante la ejecucion de las pruebas de conducta.
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DISCUSION

Previo a este estudio, las vanaciones diurnas del pegado de radioligandos 2 los
receptores dopaminérgicos D; sélo habian sido caractenizadas en e} estriado de rata (Naber y
cols., 1980; Kafka y cols. 1982; Wirz-Justice y cols. 1982). A la fecha, no se habia estudiado
si las variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos D, presentaban el mismo perfil
en otras regiones cerebrales, lo que sugeriria un mecanismo comun de regulacion, o si
hubiese diferencias en las variaciones diumas de una regién a otra, lo que sugeriria una
regulacion diferencial para cada sistema dopaminérgico. Para el abordaje de este problema,
decidimos estudiar las variaciones diurnas de estos receptores en diferentes regiones
cerebrales mediante el ensayo de union de [*H]-espiroperidol a tejido de diferentes regiones

cercbrales, obtenido cada tres horas hasta completar un ciclo diurno.

a) Validacion Metodologica

Los experimentos iniciales se realizaron para establecer las condiciones adecuadas
para medir la interaccion radioligando - receptor; en éstos se utilizé haloperido! para
establecer el pegado inespecifico. El haloperidol es la molécula congénere mas cercana al
espiroperidol (figura 9), lo que significa que al restar e! pegado inespecifico del pegado total,
solamente calculamos el pegado especifico a los receptores D; (Creese y cols. 1975).

La medicion de los receptores dopaminérgicos D, mediante el uso de [‘Hl-
espiroperidol ha sido ampliamente documentada (Seeman y cols., 1979; Creese y cols. 1977,
Naber y cols, 1980, Kafka y cols. 1992; Wirz-Justice y cols. 1982), debido a que este
radicligando es el de mayor afinidad por los receptores D, (Creese y cols. 1977, Seeman
1980). Sin embargo, se han utilizado diferentes protocolos para medir la interaccion ligando-
receptor, desde medios de incubacion hipotonicos a base de solamente Tris 50 mM (Naber y
cals., 1980; Wirz-Justice y cols. 1982), hasta medios isotonicos con concentraciones
fisioldgicas de solutos (Creese y cols. 1977, Seeman y cois, 1984). En nuestros
experimentos utilizamos un medio de incubacién con concentraciones fisiologicas de iones
de sodio, potasio, magnesio, calcio, y cloruros, semejante al reportado por Seeman y cols.

(1984; 1995).
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Otra wvariacién en el protocolo de esta técnica se basé en la concentracion de
proteinas. Nosotros encontramos un rango lineal en el pegado especifico de [PH}-
espiroperidol, que varié de 25 a 400 pg de proteinas por mililitro de medio de incubacion en
preparaciones de estriado, mientras que en la corteza frontal y el complejo amigdalino, el
rango lineal para el pegado def radioligando fue de 200 a 600 ug de proteinas por milifitro
de medio de incubacion. Tomando en cuenta estos resultados para medir las variaciones
diurnas de estos receptores dentro del rango lineal, la concentracion de proteinas que
utilizamos en todos los experimentos fue siempre de 300 pg en preparaciones de estriado y
de 500 pg en preparaciones de corteza frontal, o de complejo amigdalino, o de cerebelo.
Estos valores estuvieron de acuerdo con fos reportados utilizando preparaciones de estriado.
Seeman y cols. (1984) habian reportado un rango util de concentracion de proteinas en el
medio de incubacion entre 8 y 800 pg. En los experimentos en los que se estudiaron las
variaciones diurnas de estos receptores, Naber y cols. (1980) utilizaron 8 mg del estriado
por cada mililitro de ensayo (pesado como bloque de tejido disecado), lo que corresponde
aproximadamente a 560 pg de proteinas por mililitro de medio de incubacion (calculando 7
% de proteinas, segun Seeman y cols. 1995). Wirz-Justice y cols. (1982) utilizaron 10 mg de
estriado (bloque de tejido disecado), lo que corresponderia a 700 pg de proteinas en el
medio de incubacion. Kafka y cols. {1982) no refirieren la concentracion de proteinas que
utilizaron. Por otro lado, en las regiones con densidades bajas de receptores
dopaminérgicos, no encontramos incrementos del pegado especifico de [*H}-espiroperidol al
aumentar la concentracion de proteinas en el ensayo; estas regiones fueron: el hipocampo, ¢l
hipotdlamo, y €l cerebelo. Sin embargo, esto no significa necesariamente que no haya
receptores Dy, sino que en el caso de que los hubiese por su baja densidad, se requeriria de
radioligandos con mayor actividad especifica para poder medirlos.

También se modificd el protocolo en €l tiempo de incubacion necesario para alcanzar
el equilibrio en la interaccion ligando-receptor. Naber y cols. (1980) utilizaron 10 minutos
incubando a 37 ° C; el grupo de Seeman habia utilizado incubaciones desde 30 minutos a 20
°C (Seeman y cols. 1979), hasta 1.5 - 2 horas incubando a 20 - 21 °C (Seeman y cols. 1984).
Creese y cols. (1977) utilizaron 10 minutos a 37 °C. En nuestro ensayo, para alcanzar el

equilibrio requerimos de 30 minutos a 37 ° C (figura 15-2).
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Cabe recordar que en los experimentos de validacion de la técnica se utilizo
haloperidol para definir e! pegado inespecifico. Los resultados de las curvas de
desplazamiento mostraron que el estereoisomero dextro-butaclamol desplaza el pegado de
[*H]-espiroperidol a concentraciones mucho menores que su homélogo levo-butactamol, lo
que implica fa actividad bioldgica de los receptores dopaminérgicos en el reconocimiento a
nivel molecular entre un estereoisdmero y otro. De acuerdo con la teoria, en los siguientes
experimentos utilizamos el estereoisdmero dextro-butaclamo! para obtener el pegado
inespecifico y levo-butaclamol para el pegado total, de modo que la diferencia entre ambos
sirviera para calcular el pegado estereo-especifico a los receptores D, dopaminérgicos.
Finalmente, como el [*H}-espiroperidol es capaz de unirse también a los receptores
serotoninérgicos con relativa alta afinidad (Mendoza-Ramirez y cols. 1991; Sheline y cols.
1995), todos los ensayos fueron realizados en presencia de ketanserina, para tener a estos
receptores previamente ocupados, y que no interfiriesen en la medicion de los receptores
dopaminérgicos. De acuerdo a los resultados de nuestra curva de desplazamiento (figura
16), la concentracion de ketanserina utilizada para blogquear a los receptores
serotoninérgicos fue de 40 nM, lo que coincide con los valores reportados en la literatura
(Mendoza-Ramirez y cols. 1991),

Una vez establecidos los parametros para la medicion de los receptores D;
dopaminérgicos, realizamos un experimento piloto de curvas de saturacion para determinar
la constante de afinidad (Kd) del [BH]-espiroperidoi en nuestras condiciones experimentales,
lo que motivé la correccion de la concentracion inicial de 0.2 nM de [*H]-espiroperidol hacia

0.1 nM de este.

b) Variaciones diurnas de los receptores

Una vez obtenidas las condiciones para la medicion de la interaccion del [‘H]-
espiroperidol con los receptores de la familia Dy, se evaluaron las variaciones diurnas de los
receptores en animales sacrificados cada 3 horas. Esto representd un incremento en la
frecuencia de muestreo con respecto a lo reportado anteriormente por Naber y cols. (1980),
Kafka y cols. (1982), y Wirz-Justice y cols. (1982) quienes evaluaron solamente 6 puntos a

lo largo del dia (nosotros evaluamos 8 puntos por dia). La medicion del pegado de [*HJ-



espiroperidol permitié caracterizar las variaciones diurnas de la interaccion ligando-receptor
en la corteza frontal, el estriado, el complejo amigdalino y el cerebelo {este ultimo como
control).

En el estriado encontramos un patrén unimodal de variaciones, con un pico en la
noche (entre las 00:00 y las 03:00 h), y el valle a las 18:00 horas. Estos resultados fueron
diferentes de los reportados por Naber y cols. (1980) quienes describieron las variaciones en
el estriado de ratas Sprague-Dawley, con un ritmo que describieron como ultradiano (sin
haber demostrado su naturaleza endogena), con picos a las 2 am, y a las 2 pm. Sin
embargo, Kafka y cols. (1982) también estudiaron las variaciones diurnas de los receptores
D; en ratas Sprague-Dawley, reportando un ritmo unimodal con un pico sostenido ente las
22:00 a las 06:00 horas (en obscuridad), lo que es semejante al tipo de ritmo de nuestros
resultados. En relacion con la amplitud de las variaciones, Naber y cols. (1980} tuvieron una
amplitud de variacion de 72 finol/mg prot., mientras que Kafka y cols. (1982) reportaron
una amplitud de 110 fmol/mg prot. En nuestros resultados, la amplitud de variaciones que
encontramos fue de 83 fmol/mg prot., lo que se encuentra dentro del rango de variaciones
reportado. Cabe destacar que en todos estos estudios, los autores utilizaron ['HJ-
espiroperidol como radioligando.

La constante de afinidad (Kd) que encontramos para la unién de [*H]-espiroperidol
en el estriado tuvo valores cercanos a 0.2 nM. Los valores de Kd que encontramos se ubican
dentro del rango reportado por otros autores (0.3 nM, Creese y cols. 1976; 0.07 nM,
Seeman 1980; 0.05, Seeman y cols. 1984). Sin embargo, los valores de aﬁnidad. (Kd)
reportados por Naber y cols. (1980) para el pegado de [*H)-espiroperidol en el estriado de
ratas (Sprague-Dawley) fueron de 1.78 nM a las 02:00 y 1.56 nM a las 22:00 horas. Wirz-
Justice y cols. (1982) repostaron valores de afinidad (Kd) de 1.7 aM, sin cambios
significativos por ¢l horario. Esta diferencia parece importante, sin embargo, los valores de
afinidad (Kd) reportados tanto por Naber y cols. (1980), como por Wirz-Justice y cols.
(1982), estan considerados entre los mas altos dentro de la literatura internacional (Seeman
1980; Seeman y cols. 1984). Las diferencias en los valores de afinidad en el pegado de [*H}-

espiroperidol pudieran deberse a diferentes aspectos como la cepa de ratas que utilizaron
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(Sprague-Dawley), o aspectos como a variaciones en la técnica empleada para la medicién
del receptor.

Para buscar el mecanismo posible de las variaciones diurnas de los receptores Ds
dopaminérgicos, se realizaron experimentos de saturacion para determinar los parametros de
la cinética de la interaccidn ligando-receptor. En las curvas encontramos que las variaciones
estan relacionadas con cambios en la densidad de los receptores dopaminérgicos (Bmax),
mas que con la constante de afinidad de los receptores (Kd). Esto esta de acuerdo con los
resultados de experimentos en donde se¢ han medido las variaciones diurnas de otros
receptores, como son los receptores -opiéceos {Naber y cols. 1981) y los receptores
noradrenérgicos (Kafka y cols. 1981).

Como las variaciones diurnas de los receptores D, solamente se han determinado en
el estriado, nuestros datos sdlo pueden ser comparados con los estudiados en esta
estructura. En relacion con las otras regiones cerebrales, en la corteza frontal encontramos
un ritmo bimodal, con picos a las 00:00 y las 12:00 horas, y wvalles a las 06:00 y 18:00
horas, mientras que el complejo amigdalino mostrd un patrgn bimodal de variaciones, con
un pico de pegado antes del cambio de la tuz a la obscuridad (18:00 horas) y de la
obscuridad a la luz (06:00 horas); los valles fueron encontrados a las 00:00 y las 09:00
horas. El hecho de que se encontraran diferentes perfiles de variaciones diurnas en diferentes
regiones, confirma la hipotesis de que cada region podria tener un perfil de variaciones
propio.

La mayoria de los estudios en receptores habian sido realizados utilizando
homogenados de cerebro completo de rata, encontrando variaciones diurnas significativas en
la mayoria de éstos (ver tabla III). En este trabajo, para estudiar las variaciones diurnas de
los receptores dopaminérgicos D2, disecamos las regiones cerebrales en donde éstos
receptores pudiesen ser medidos con el radioligando [3H]-espiroperidol. Esto permitio
caracterizar las diferencias de una region cerebral a otra, en relacion al perfil de variaciones
diurnas para el pegado del radioligando. El nuestro s el primer estudio en donde se han
medido los receptores dopaminérgicos D» de diferentes regiones cerebrales para establecer
su perfil de variaciones diurnas, y compararlos entre si buscando determinar si existen

diferencias entre una regidn cerebral y otra. Un aspecto necesario en esta linea de
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investigacion sera confirmar si el ritmo que se observa es de naturaleza endégena. Para
evaluarlo, se requiere mantener a los animales en condiciones constantes de iluminacion
{obscuridad continua) y repetir el estudio de las variaciones diurnas de estos receptores. En
tales condiciones, las variaciones diurnas desaparecerian en el caso de que el ritmo fuera de
naturaleza exdgena. Existe el antecedente del estudio de Kafka y cols. (1982), quienes
estudiaron ratas (Spague-Dawley) que después de haber sido sincronizadas a condiciones de
luz-obscuridad (12:12) durante tres semanas, al término de estas los animales fueron
cambiados a condiciones de obscuridad continua por un periodo de 3 dias, lo que no elimind
las variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos D;, aunque si se produjeron
algunas modificaciones en 1a hora de aparicién de los picos. Estos autores concluyeron que
las variaciones diurnas de los receptores D, dopaminérgicos en el estriado (medidos
mediante su interaccion con [*H)-espiroperidol) son de naturaleza endégena (Kafka y cols.
1982).

El hecho de haber encontrado en el estriado que el pico de los receptores
dopaminérgicos D; ocurrid en horas de obscuridad, concuerda temporalmente con otros
estudios como la liberacion de dopamina en el estriado de la rata (medida mediante su
metabolito: dcido homovanilico), que mostré niveles mas altos en horas de obscuridad, y
que correlacionaba ademas con el incremento de la actividad de los animales (O'Neill y cols.
1982). De este modo, resulta logico que el incremento tanto de la liberacion de dopamina,
como en la densidad de los receptores dopaminérgicos en el estriado de la rata, se
encuentren relacionados con la actividad locomotora. Sin embargo, la diferencia en la hora
en que aparecen los picos de receptores en otras regiones, particularmente el complejo
amigdalino, permite sospechar que la actividad dopaminérgica en el complejo amigdalino
pudiesen estar relacionada con funciones distintas de la locomocion.

La técnica de medicion de receptores mediante ei pegado de [TH}-
espiroperidol no permite diferenciar a los receptores de la familia D, (D, D; y D.), de modo
que las variaciones diurnas que observamos pudiesen deberse a uno o varios de los subtipos
de los receptores de la familia D, Solamente para el receptor D; se ha encontrado una
expresion heteréloga del mismo receptor {(Grandy y cols. 1994). Sin embargo, el no haber

encontrado grandes diferencias en la constante de disociacion (Kd) sugiere que las
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variaciones ocurren con base en un solo recepior, o con base en cambios sincrénicos de
todos los receptores de €sta familia. Para diferenciar entre los diferentes tipos de receptor de
la familia D, seria necesario realizar estudios con métodos que permitieran diferenciar de
una manera especifica cada receptor, tales como el uso de radioligandos de mayor
especificidad para un subtipo de receptor particular, o una aproximacidon experimental
diferente (anticuerpos, sondas de RNA mensajeros, etc.).

Por otro lado, el que los receptores de diferentes sistemas dopaminérgicos presenten
oscilaciones con distinto perfil temporal dependiendo de la region en la que hayan sido
caracterizadas, permite sugerir la existencia de mecanismos de regulacion selectivos en cada
region de neuronas dopaminoceplivas (postsindpticas), lo que les brindaria la posibilidad de
regular 1a recepcion de la sefal, adecuandola a un ritmo previamente establecido. Aunque no
tenemos elementos claros para distinguir si las variaciones diurnas que medimos en los
receptores dopaminérgicos de la familia D2, fue en los receptores pre- o post-sinipticos, nos
inclinamos hacia la posibilidad de que los receptores medidos fueron fundamentalmente
postsinapticos, debido a que el mecanismo para la catalepsia producida por haloperidol, es
¢l bloqueo de los receptores dopaminérgicos en el estriado. El uso prolongado de estos
medicamentos produce un bloqueo continuo 2 largo plazo de estos receptores, activa al
mecanismo de compensacion postsinaptico para la sobreproduccion de los receptores, lo
que se traduce en hipersensibilidad a los agonistas dopaminérgicos (Kaplan y Sadock, 1991),
Una tercera razon que apoya el que los receptores medidos fueran los postsinapticos, cs la
diferencia regional encontrada. Como el origen de las células dopaminérgicas estd en la
misma region cerebral (substancia nigra compacta), si los receptores que medimos fuesen los
presinapticos, hubiese sido dificil encontrar las diferencias regionales en las variaciones
diurnas de estos receptores.

Los datos de la interaccion ligando-receptor que indican claramente que los cambios
estan en la densidad de los receptores (Bmax), sugieren que las variaciones temporales de
los receptores pudiesen ocurrir desde los mecanismos para la sintesis del receptor, ya sea
transcripcionales (variaciones ciclicas de los RNA mensajeros que codifican para la sintesis
de la proteina-receptor), o en el mecanismo de traduccidn (sintesis de la proteina -

receptor), o en las reacciones que activen la expresion funcional de estos receptores. Sin
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embargo, actualmente no se ha estudiado si los receptores son sintetizados preferentemente
a una hora del dia, o si la sintesis es continua y las variaciones en la densidad de los
receptores es por cambios en el mecanismo para su insercion funcional en la membrana de la
stnapsis. Aunque los receptores dopaminérgicos han sido clonados y se conoce el moedo de
regulacion para ta sintesis de los receptores, estos estudios han sido realizados considerando
al receptor como una molécula estable, o planteado de otro modo, con el paradigma
homeostatico que no considera cambios temporales para una mejor adaptacion.

El hecho de que las variaciones diurnas tengan como mecanismo un cambio en la
densidad de receptores parece mas costoso bioldgicamente que una regulacion en la afinidad
del receptor, lo que se conseguiria mediante fosforilacidn ¢ procesos con menor costo
energético que la sintesis de proteinas. Para estudiar més a fondo las posibles causas de que
la variacion de los receptores dopaminérgicos sea en la densidad mas que en la afinidad de
estos, podrian medirse los niveles de los RNA mensajeros cada tres horas (0 un lapso
similar) buscando si existen variaciones en su concentracion a lo largo del dia. En el caso
que hubiese variaciones, la probable causa se inclinaria hacia una regulacion en el genoma.
Es conocido que la transcripcion estd finamente regulada por promotores y represores, que
generalmente obedecen a sefiales provenientes del exterior, como segundos mensajeros o
iones.

Otra posibilidad es que las vanaciones estén relacionadas con cambios en la
traduccion. Esto requeriria posiblemente de un anticuerpo que reconociera un epitope
especifico de los precursores de estos receptores. Una tercera posibilidad es que la
produccion de receptores sea continua y alimente una poza de estos. Es conocido que los
receptores pueden estar secuestrados de los sitios funcionales por mecanismos de
internalizacion o fragmentos de membrana que se invaginan formando vesiculas con
receptores no funcionales precisamente por su ubicacion. El mecanismo para incorporar los
receptores a la membrana sinaptica pudiese también tener un ritmo.

Finalmente, debemos considerar la posibilidad de que las variaciones de los
receptores dopaminérgicos D, tengan relacion con su degradacion. Sin embargo, se conoce
poco de los mecanismos de degradacion de estos receptores (Grandy y cols. 1994; Hall

1994). -
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¢) Conducta

Una de las primeras observaciones relevantes acerca de que los modelos animales
podrian generar informacion importante relacionada con el tratamiento de trastornos
psiquiatricos, surgio al observar que la reserpina (alcaloide que depleta monoaminas)
producia en animajes una triada caracterizada por ptosis palpebral, hipotermia y catalepsia
(Costa y cols. 1960; Ferreira y cols. 1998). Si bien estos signos nada tienen que ver con un
cuadro psiquidtrico, abrieron la posibilidad de monitorear la actividad monoaminérgica
central a través de observaciones relativamente simples. Esto ha sido de gran valor al probar
diferentes drogas en animales, por la prediccidn que brindan de su posible efecto al ser
utilizadas en los seres humanos. Debido a lo anterior, la catalepsia fue considerada como un
requisito necesario para cualquier substancia que pudiese presentar un efecto antipsicotico
en humanos (Ortega-Soto y cols. 1991; Kaplan y Sadock 1991; Uriante 1988). Actualmente,
la catalepsia no se considera como predictora del efecte antipsicotico en las drogas en
desarrollo como antipsicoticos, pero si de los efectos colaterates de éstas.

Diferentes evidencias experimentales habian demostrado la relacion causal de la
catalepsia con el bloqueo de |2 actividad dopaminérgica en el estriado. Debido a esto, para
evaluar si los cambios de los receptores dopaminérgicos D, modificaban el efecto de un
antagonista D (haloperidol), estudiariamos la correlacion temporal entre las variaciones de
la densidad de receptores y la catalepsia,

La catalepsia habia sido medida con diferentes paradigmas experimentales, como el
método de la barra, el de los corchos, la gradilla inclinada, en una escalera (Morelli y
DiChiara, 1985; Sanberg y cols. 1988, Wandenberg, 1996). Inicialmente, utilizamos el
método de la barra con una dosis de haloperidol de 1.2 mg/kg de peso, que consideramos
gue estaba entre las dosis mas frecuentemente reportadas (1 a 2 mg/kg de peso). La
medicion de catalepsia con esa dosis y el método de la barra, generd una curva de
variaciones diurnas que tenia tiempos mayores de catalepsia en horas de luz, lo que coincidié
con el perfil de vanaciones reportado por Campbell y cols. (1982). Sin embargo, con esta

dosis los animales mostraron signos como apoyar la cabeza sobre la barra, mantener los ojos
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cerrados, e inmovilidad de larga duracion (mas de 300 segundos), lo que sugeria la
participacidn de otras conductas como sedacion o suefio que podian modificar la medicién
de la catalepsia. Esto pudiera significar que tuviéramos la participacidn de conductas
diferentes ademas de la catalepsia en la curva de variaciones diurnas. La curva inicial dosis-
respuesta de la catalepsia producida por el haloperidol utilizando el método de la barra,
mostrd que la dosis que habiamos utilizado de 1.2 mg/kg de peso era casi diez veces mayor
a la que encontramos como dosis efectiva media (EDso entre 0.1 a 0.2 mg/kg de peso,
dependiente de la hora; figura 24).

Por otro lado, los animales inyectados con 1.2 mg/kg de peso de haloperidol, la
tinica conducta que presentaron en el campo abierto fue de inmovilidad total, de modo que
todos los animales tuvieron valores de cero. Esto aumentd la sospecha de que con esta
prueba se tuvo una medicion indirecta de sedacion ademas de la catalepsia. Nagayama y
cols. (1979; 1987) midieron la sedabién como el tiempo de inmovilidad producido por
haloperidol, en condiciones de campo abierto {registro instrumental). Para determinar las
variaciones diurnas del efecto de sedacion, utilizaron una dosis de haloperidol de 0.5 mg/kg
de peso, encontrando el pico en horas de luz (12:00 h) y el vaile en horas de obscuridad
(00:00 h). El perfit de variaciones diurnas de ia sedacién producida por haloperidol (0.5
mg/kg) fue muy semejante a la curva de variaciones diurnas de la catalepsia producida por
haloperidoi (1 mg/kg de peso) que reportaron Campbell y Baldessarini (1982), y a la que
también se parecen nuestros datos de la catalepsia (o sedacion) en la barra (haloperidol 1.2
mg/kg). Campbell y cols. (1982) también encontraron mayor duracion de catalepsia
producida por una dosis menor de haloperidol (0.5 mg/kg) en horas de luz {16:00 h) y
menor duracion en obscuridad (04:00 h).

El método de medicion de catalepsia en corchos (Morelli y DiChiara, 1985),
presentd varias ventajas sobre la medicion en la barra. Con el método de la barra, los
controles presentaron tiempos de catalepsia que iban aumentando con las repeticiones. Este
fenémeno ha sido reportado y ha motivado que varios autores consideren la posibilidad de

.que los animales presenten un efecto de aprendizaje al emitir la respuesta conductual
esperada (Sanberg, 1980, 1988). En la prueba de catalepsia en los corchos, ninguno de los

animales control {inyectados con sol. salina) presenté catalepsia bajo ninguna circunstancia,

.
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de este modo, con la medicion de la 6alalepsia en corchos eliminamos la posible interferencia
del aprendizaje en nuestros resultados. Por otro lado, los tiempos de catalepsia que
registribamos en los corchos era de segundos, siendo raros los animales que duraban més de
un ﬁinuto manteniendo la postura cataléptica (figura 14). Otra diferencia importante fue que
la catalepsia medida en la barra permitia que el animal tuviese movimientos, ya que el reloj
era detenido cuando el animal ponia las dos patas delanteras en el piso, mientras que la
catalepsia en los corchos media inmovilidad, el criterio para detener al reloj era que la rata
hiciese cualquier movimiento propositivo {excepto sacudidas o contracciones sin modificar
fa postura}. La catalepsia en corchos parece relacionarse con la iniciacion del movimiento,
mientras que la catalepsia en la barra puede tener relacion con la correccion de la postura
impuesta.

Con el método de los corchos, los tiempos de catalepsia mostraron variaciones
diurnas significativas en la duracién de la catalepsia producida por haloperidol (Figura 26).
El pico de catalepsia lo encontramos en horas de obscuridad, a {a misma hora que el pico del
pegado de [SH]-espiroperidol a los receptores dopaminérgicos D, del estriado (00:00 h), lo
que sugiere que las variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos D; modulan el
efecto sobre el movimiento que produce e! haloperidol (Torner y cols. 1998). Nuestros
resultados fueron diferentes de los resultados de los de Campbell y cols. (1982) lo que puede
deberse a varias causas, estos auiores utilizaron ratas Sprague-Dawley, a las que les
inyectaron una dosis sustancialmente mayor de haloperidol (0.5 a | mgkg).
Metodoldgicamente, la catalepsia reportada por Campbell y cols. (1982) fue medida con la
prueba de la barra, que pudo haber medido otras conductas indirectamente {como sedacién)
ademas de catalepsia. Por otra parte, Campbell y cols. (1982) buscaron la causa de las
variaciones diurnas de la catalepsia midiendo los receptores dopaminérgicos D; utilizando
¢ H}-espiroperidol, para lo cual, escogieron solamente los puntos de las 04:00 y las 16:00
horas (pico y valle de sus variaciones de catalepsia), sin encontrar diferencias en el pegado
del radioligando a los receptores, lo que fue interpretado como que las variaciones diurnas
de catalepsia inducida por un antagonista D, (haloperidol), no tenia relacion con las
variaciones de estos receptores. Sin embargo, ¢l no haber encontrado diferencias en dos

puntos no significa que no las hubiese, sino que seleccionaron puntos que por su ubicacion

83



en las variaciones diurnas, no tenjan diferencias entre si. Las horas que seleccionaron
Campbell y cols. (1982) no corresponden a pico y valle del pegado de [PH]-espiroperidol a
los receptores D, del estriado (Kafka y cols. 1982; Torner y cols. 1998). Campbell y cols.
(1982) no midieron el perfil de variaciones diurnas de los receptores Dy. Por otro lado,
Campbell y cols. (1982) si encontraron diferencias dependientes del tiempo en las
concentraciones de haloperido! en la sangre y el cerebro. No obstante, Nagayama y cols.
(1979) hicieron la misma determinacién sin encontrar tales diferencias en las concentraciones
séricas ni cerebrales de haloperidol. En el caso de nuestro estudio nosotros no medimos las
variaciones diurnas de las concentraciones de haloperidol, por lo que la controversia entre
los reportes de Campbell y cols. (1982) y Nagayama y cols. (1979; 1987) continua. En
auestros resultados, la correlacion del perfit de variaciones diurnas de catalepsia con el perfil
de variaciones diurnas de los receptores D, en el pegado de [*H]-espiroperidol sugiere que la
variacién diurna de estos receptores juega un papel importante en la farmacodinamia del
haloperidol (Tomer y cols. 1998).

Por otro lado, las variaciones diurnas en la generacion de catalepsia por haloperidol,
tuvieron un perfil diferente a las varaciones diurnas tanto de hipocinesia como de la
disminucidn de la exploracion vertical. Estas conductas pudieron ser medidas con una dosis
de 0.13 mg/kg de haloperidol. El perfil temporal de la locomocion presentd semejanzas con
la exploracién vertical (Figuras 28 y 29); ambas mostraron un pico a las 06:00 horas y el
valle a las 21:00 horas, aunque en la exploracion vertical se encontrd un segundo pico hacia
las 15:00 horas. L.a amplitud en la vanacion de estas conductas fue mayor al 100 % de su
valor promedio. Las diferencias en las variaciones diurnas de las conductas producidas por
haloperidol, confirmaron la hipotesis de que las variaciones de los receptores
dopaminérgicos D, pueden producir variaciones en el efecto de los firmacos que actuan
sobre ellos. Mas ain, la existencia de diferentes rtmos en regiones cerebrales distintas
podria modular los ritmos de conductas producidas farmacologicamente (por agonistas o
antagonistas).

Una posible explicacién del hallazgo de diferentes perfiles de variaciones en los
efectos conductuales producidos por el haloperidol, seria que este farmaco actuase sobre

diferentes receptores dependiendo de la dosis a la que se administre. De este modo, con

84



dosis bajas se obtendria fundamentalmente el efecto sobre los receptores dopaminérgicos Dy,
que son los de mayor afinidad por este firmaco, mientras que al aumentar la dosis se
obtendria su efecto en otro tipo de receptores como los dopaminérgicos D;, o los
serotoninérgicos u otros {revision de Seeman 1980; Cooper y cols. 1991). De este modo, al
estudiar las variaciones diurnas de la catalepsia producida por dosis bajas de haloperidol, se
obtendria su efecto mediante su accién fundamentalmente sobre los receptores D; del
estriado, mientras que con dosis mayores se obtendria su efecto en otros receptores, y
posiblemente en otras regiones cerebrales. Esta sugerencia se deriva de la correlacion entre
los receptores D; y la catalepsia producida por haloperidol en dosis de 0.13 mg/kg. Las
dosis mayores pueden producir una conducta susceptible de ser medida como catalepsia,
pero en la que posiblemente participen otras conductas como la sedacién,

Una evidencia que apoya que la funcionalidad de las variaciones diurnas de
receptores se obtiene con dosis bajas, fue documentada mediante la estimulacion de la
ingesta de alimento administrandole clonidina a la rata, efecto que esta mediado por los
receptores of;-adrenérgicos en el nicleo paraventricular (McCabe y cols. 1984). La prueba
funcional fue realizada cuando se le aplicaron dosis bajas de clonidina a las ratas para
estimular la ingesta de alimento; efecto que solamente fue observado al inicio de la fase de
obscuridad, cuando los receptores a-adrenérgicos son mas abundantes, mientras que al
inicio de la fase de luz las dosis bajas de clonidina no estimularon la ingesta de alimento, en
este momento la densidad de los receptores o;-adrenérgicos es bajo (Krakeuchi y cols.
1985). Nuestros resultados son similares, La dosis baja de haloperidol permite encontrar una
correlacion temporal entre las variaciones diurnas de los receptores del estriado y las
variaciones de la catalepsia producida por haloperidol. Con las dosis bajas el haloperidol
tendria su efecto sobre los receptores de mayor afinidad (los D, dopaminérgicos), mientras
que con dosis mayores seria factible que la concentracion tisular del medicamento fuese lo
suficientemente alta para actuar sobre otros sistemas de neurotransmision,

De acuerdo con nuestros resultados, las variaciones diurnas que encontramos en los
receptores dopaminérgicos estan relacionadas directamente con su funcionalidad,
precisamente por la correlacion que encontramos entre la catalepsia y los receptores del

estriado. Seria deseable tener pruebas especificas para estudiar la funcionalidad (y las
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variaciones funcionales) de los reé:eptores'dopaminérgicos de ofras regiones como la corteza
frontal, o el sistema limbico.

La relacion funcional de las variaciones diurnas que se han reportado en los
receptores de diferentes neurotransmisores, ha sido dificil de establecer, particularmente
cuando las variaciones fueron caracterizadas en preparaciones de membranas obtenidas de
cerebro completo (Tabla I11). Focos estudios han encontrado una correlaciéon funcional en la
variacion de los receptores, como es el caso de los opiaceos. Se habia reportado que el
pegado de [‘H]-morfina (Lee y cols. 1984) o ['H]-naloxona (Naber y cols. 1981) a los
receptores a opidceos, era mayor en la fase de obscuridad manteniendo los animales en
ciclos luz-obscuridad 12:12 . Por otro lado, los estudios conductuales habian documentado
que los estimulos nociceptivos en la cola o en las patas de la rata, presentan mayor
sensibiidad en la fase de obscuridad. Ei estudio que correlaciond la mayor sensibilidad al
dolor al final de 1a fase de obscuridad, fue publicado por Hendrie y cols. (1983), quienes
ademas encontraron la mayor densidad de receptores opidceos (medidos mediante el pegado

de *H]-naioxona) a la misma hora.

d) Discusion general

El haber encontrado diferente perfil de variaciones diurnas en cada una de las
regiones cerebrales estudiada, es una manifestacién de rtmos con diferente angulo de fase,
lo que tiene implicaciones cronobiologicas como la posible regulacion por varios
osciladores, versus diferencias en el retraso del efector, en los mecanismos que regulen la
densidad de los receptores en cada una de las regiones cerebrales. La posibilidad de que la
regulacton de los receptores dopaminérgicos D, esté dada por un solo oscilador, es apoyada
por la evidencia de que la lesion del nicleo supraquiasmitico elimina las oscilaciones de
todos los receptores cuando los animales son sometidos a condiciones de iluminacién
constantes (Wirz-Justice 1986). Sin embargo, estos estudios fueron realizados utilizando
preparaciones de membranas de cerebre completo. Por otro lado, la dopamina esta
relacionada con la conducta de anlicipacién al alimento, que ha sido caracterizada como

regulada por un oscilador diferente del niicleo supraquiasmatico (Escobar y cols. 1998).
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De este modo, las variaciones diurnas de los receptores dopaminérgicos Dz pudieran
estar reguladas por uno o mas osciladores del organismo. Esto implica, ademas, que los
receptores de una misma familia tienen una regulacion temporal independiente, lo que
permitiria el funcionamiento individual de cada region cerebral dopaminérgica, relacionada
con su participacion en diferentes procesos o conductas.

Finalmente, nuestros resultados muestran que los efectos que produce el haloperidol
pueden presentar varnaciones temporales, dependiendo de las variaciones diurnas de los
receptores del sistema que se encuentre involucrado en su regulacion. Estos resultados
tienen varias aplicaciones clinicas posibles. Heuristicamente, le dan coherencia a las
diferencias que se encontraron administrando neurolépticos en dosis nocturnas contra dosis
repartidas {(DiMascio y Schader, 1969; Uriarte y Ruther, 1976; Torner y cols. 1995). Las
diferencias temporales de los receptores dopaminérgicos que tienen lugar en varias regiones
del sistema nervioso, permite suponer que podria ser utilizada para explorar la posibilidad de
disecar ¢ seleccionar cronobiolégicamente €l efecto deseado con el uso de bloqueadores
dopaminérgicos Dy en el tratamiento antipsicotico o el "tranquilizante”.

A pesar de 1a evidente diferencia entre la rata y ¢! humano, os resultados en animales
tienen posibilidades de interpretacién que seria interesante poner a prueba mediante estudios
clinicos rigurosos para definir si las variaciones diurnas de! efecto de los antipsicoticos
permite diferenciar el efecto terapéutico de los efectos colaterales. Por otro fado, otro tipo
de trastornos en los que se encuentran involucrados los receptores dopaminérgicos D, como
la enfermedad de Parkinson, pudiesen también ser abordados mediante un enfoque

cronobiolgico, tanto para los efectos del tratamiento, como otro tipo de abordajes.
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CONCLUSIONES

1 .- Los receptores D2 dopaminérgicos medidos mediante su
interaccion con [3H]-espiroperidol, presentaron variaciones diumnas.

2.- Las variaciones diurnas de los receptores D2 dopaminérgicos
tienen diferente patrén de variaciones, dependiendo de la region en
la que se encuentren ubicados.

3.- Las variaciones diurnas de los receptores D2 dopaminérgicos se
relacionan con cambios en la densidad de los receptores (Bmax) mas
que con cambios en su afinidad (Kd).

4.- Las variaciones diurnas de los receptores D2 dopaminérgicos del
estriado, mostraron una correlacién temporal con la catalepsia
producida por haloperidol a dosis bajas (0.13 mg/kg de peso).

5.- El estudio de las diferencias que tienen las variaciones diurnas de
los receptores dopaminérgicos, puede tener relevancia para
comprender e} funcionamiento del sistema nervioso, asi como en su
aplicacion clinica para la optimizacion de la terapéutica de la
esquizofrenia.
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ABSTRACT

In spite of the clear evidences for the blockade of dopaminergic D2 receptors as the mechanism of
action for haloperidol-induced catalepsy, the contribution of pharmacokinetic and pharmacodynamic
aspects on the diurnal modulation of haloperidol-induced catalepsy is controversial. We studied the
divrnal variations of siriatal dopamine receptors and its retation with catalepsy diurnal variations. The
[*H]-spiperone binding to dopamine receptors had a clear rhythm with a peak a1 00:00 10 03:00 h, and
a trough at 12:00 1o 18:00 h. Haloperidol-produced catalepsy measured with the four-cork test, also
showed a clear rhythm, with a peak at 00:00 h and trough at 9:00 h. The dose-response curves at peak
and trough of catalepsy had the same ED,; (0.12 mg), with time-related changes in the maximal effect.
Similar diurnal variations between catalepsy and dopamine receptor binding, indicate a relevant role
of temporal pharmacodynamics of haloperidol on the modulation of its behavioral effects.

KEYWORDS: Circadian rhythms, dopamine receptors, neuroleptics, haloperidol, catatepsia, extrapy-
ramidal effects,

INTRODUCTION

Catalepsy has been considered an accurate predictive behavioral test in animals to
evaluate the collateral extrapyramidal symptoms (Parkinsonism) produced by neu-

-roleptic drugs in humans {(Duvoisin, 1976; Hoffman & Donovan, 1995; Lorenc-

Koci et al., 1996). Symptoms common for catalepsy and Parkinsonism are hypo-
motility and muscular rigidity. Both are produced by similar doses of neuroleptics,
and furthermore, present a similar tolerance phenomena after several weeks of treat-
ment with the same drug (Wolffgramm et al.,, 1990; Ushijima et al., 1995). A high
correlation has been reported between catalepsy and binding of typical neurolep-
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tics to striatal D2 dopaminergic receptors {Kanes et al., 1993; Hitzemann et al.,
1994). Also, catalepsy correlates with c-Fos expression in the striatum (Miller,
1990; Robertson & Fibiger, 1992; Coppens et al., 1995). These evidences have
lead to the conclusion that catalepsy (and probably Parkinsonism) may depend on
the blockade of striatal dopaminergic D2 receptors by typical neurcleptics.

On the other hand, rhythmic variations in the dopaminergic systems have been
described, such as brain levels, turnover, and dopamine release from synapses (Per-
low et al., 1977; Owasoyo et al., 1979; Carlsson et al., 1980; O'Neill et al., 1982).
Naber et al., {1980) and Kafka et al. (1982) reported diurnal variations of D2
dopamine receptor binding in striatal membranes of rats. Time-dependent varia-
tions have also been found in the effect of drugs that modify dopaminergic trans-
mission. Nagayama et al, (1979, 1988) described a circadian rhythm in haloperi-
dol-induced sedation, and suggested that the effect depends on the pharmacody-
namic of the neuroleptic, since no time-related changes in the plasmatic concentra-
tion of haloperidol were found. Notwithstanding, Campbell et al. (1982) reporied
diurnal variations in catalepsy produced by haloperidol in rats, which were related
to changes in the brain concentration of haloperidol. However, they did not find
changes in D2 dopamine receptors related with catalepsy rhythmicity, which was
ascribed to pharmacokinetic rather than pharmacodynamic aspects of haloperidol.
Hence, it is not clear the contribution of pharmacokinetic and pharmacodynamic
aspects on the diurnal modulation of haloperidol-induced catalepsy.

The present work was aimed: (1) to characterize diurnal variations of striatal
D2 dopaminergic receptors, (2) characterize diurnal variations of haloperidol-
induced catalepsy, (3) establish wheter the thythm of catalepsy was due either to
changes in the patency or the efficacy of haloperidol, and 4) to establish the
temporal relation between the rhythm of haloperidol-induced catalepsy and the
thythm of D2 receptors.

MATERIALS AND METHODS

Male Wistar rats (180-200 g) were housed in groups of four, at controlled condi-
tions of temperature and light—dark (LD} cycles (20 £ 1°C; 12:12; lights on at
07:00 h, 350 lux), with free access to food and water. Rats were maintained in
these conditions at least 3 weeks before the experiments in order to allow syn-
chronization of all animals to the LD cycle.

For the measurement of diurnal variations of dopaminergic D2 receptors, ani-
mals were sacrificed at 3 h intervals, starting at 00:00 h (n = 6 at each time point),
to complete a 24 h cycle. Rats were decapitated, the brains were quickly removed
and cach striatum was carefully dissected maintaining the tissue at 4°C. Dissected
blocks of tissue were dry stored at ~70°C until use (not longer than 3 months).
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Binding assays were performed according to Seeman et al. (1984). Bricfiy, the
striatum from each animal was mechanically disrupted with a Teflon-glass ho-
mogenizer (650 r.p.m., 10 strokes), in Triz-HC] 50 mM, pH 7.4 at 0 to 4°C.
Homogenates were centrifuged twice at 48,000 X g at 0 to 4°C in the same buffer
solution. The final pellet was resuspended in a solution containing Triz-HCI 50
mM, NaCl 120 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgCl, 2 mM, pH 7.4. The binding
assays were performed incubating striatal membrane suspensions (final concen-
tration of 300 pg of protein/ml) in the presence of [*H]-spiperone 0.1 nM (Amer-
sham; specific activity 125 Ci/mM). Incubations were performed during 30 min at
37°C and stopped by filtration through GF/B filters, using an automated cell
harvester (Brandel-Beckman). The filters were rinsed 3 times with a Triz-HC} 50
mM pH 7.4 solution at 4°C. The radioactivity was counted with tritosol cocktail in
a scintillation counter apparatus (Beckman LS 6000SE). Proteins were deter
mined by the technique of Lowry et al. (1951). The total [*H}-spiperone binding
was the radioactivity bound to membranes incubated in the presence of 1 M of
{—]-butaclamol and 40 nM of Ketanserine. The unspecific binding was determined
by the incubation in the presence of 1 pM of [+]-butaclamol instead of the levo-
isomer ([+]-butaclamol, [-]-butaclamol and ketanserine were purchased at ICN
Biomedicals Inc.). The stereospecific binding was calculated by subtracting the
radioactivity of the unspecific binding to the total binding, expressed as fMol/mg
protein.

Catalepsy was measured with the four-cork method according to Morelli and
DiChiara (1985). Briefly, one hour after the subcutaneous injection of haloperidol
in the neck (Haldol, Janssen Pharmaceutica, México), each rat was placed in an
acrylic cage that has four corks of 2 cm diameter, 2.5 cm high, situated 12 cm
large and 9 cm wide. Each paw was gently placed on the cork surface, setting the
rat in a hyper-extended position and the chronometer was started. Catalepsy was
considered finished when any of the paws or the head moved. If the animal did not
move, it was left to remain for 120 s in the cataleptic position {(maximal score).
Four attempts were done with each animal with 30 s intervals. The average dura-
tion of catalepsy for each animal was used for further analysis. Control rats
received an injection of a similar volume of physiological saline solution. Rats
received both saline-diluted haloperidol and saline solution in a counterbalanced
design, with an interval of it least one week.

First we obtained a catalepsy dose-response curve by injecting at 15:00 h
different doses of haloperidol diluted with physiologic saline solution, ranging
from 0.07 to 1.2 mg/kg b.w. (n = 3 for each dose). Then, diurnal variations of
catalepsy were measured with the ED dose estimated from the previous dose-
response curve (0.13 mg/kg b.w.). Catalepsy was measured at 3 h intervals start-
ing at 00:00 h (n = 8 at each time point) to complete a 24 h cycle. Finally, dose-
response curves were obtained as described above at 00:00 and 12:00 h (n =8 at
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Fig. 1. Diurnal variations of (A} [*H]-spiperone stereospecific binding to dopamine D2 receptors
(r + s.eom; n = 6 at each lime puint), and (B) haloperidol-induced catalepsy scores
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a second cycle (dotted line). The asterisk (*) indicates significant differences to the trough
values ( Student-Newman-Keuls: p < 0.05).
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each dose and time point), which correspond to the peak and trough values of the
diurnal variations found for haloperidol-induced catalepsy.

In order to determine whether the spiperone binding showed a rhythmic pat-
tern, comparison among the different time points was made by a one way ANO-
VA followed by the Student-Newman-Keuls post hoc test. The same procedure
was achieved to determine time-dependent variations of catalepsy. Differences
between the dose-response curves were analyzed with one way ANOV A by rang-
es, and post hoc Duncan test. Statistical analysis was performed with the Jandel
SigmaStat software (Jandel Corporation).

RESULTS

Stereospecific [*H]-spiperone binding to D2 dopamine receptors showed a clear
and significant diurnal rhythm (Fig. 1A ; ANOVA: F ;= 3.81, p <0.005). A
single peak is present during the night from 00:00 to 03:00 h, and the lowest
values occur during the day from 12:00 to 18:00 h. The peak (00:00 h} to nadir
(18:00 h) amplitude was of 97 fMol/mg of protein. ANOVA post hoc analysis
with Student-Newman-Keuls procedure showed differences (p < 0.05) between
the peak and trough values.

Catalepsy response to haloperidol also showed a clear and significant diurnal
rhythm (Fig. 1B), with a peak at 00:00 h and its lowest values early in the light
phase (9:00 h). The ANOVA analysis showed significant time-dependent varia-
tions (F 5 ¢, = 2.38; p < 0.01). The dose-response curves for haloperidol-induced
catalepsy showed that the time-related fluctuation was mainly due to changes in
the maximal effect produced by the drug (F ; .., =5.25, p <0.001; Fig. 2A). The
ED,, were of 0.12 mg at both times {Fig. 2B). All animals injected with physio-
logical saline solution (control) scored zero ip all experiments,

DISCUSSION

Diurnal variations were found in the [*H]-spiperone stereospecific binding to D2
dopamine receptors, similar to those reported by Naber et al. (1980) and Kafka et
al. (1982). The highest [*H]-spiperone binding activity to dopamine receptors
occurred at the middle of the dark hours. This is in agreement with other reported
circadian changes of dopaminergic systems in rats, such as dopamine levels (Ow-
asoyo et al,, 1979) and nocturnal dopamine release in the striatuin and nucleus
accumbens of rats (O Neill et al., 1982),

Haloperidol-produced catalepsy also showed diurnal variations, with a peak at
the middle of the dark hours. According to the dose-response curves, these varia-
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tions were due to changes in the maximal efficacy of haloperidol rather than o
changes in its potency. This suggests that the underlying mechanisms may in-
volve changes in the number of receptor rather than their affinity (Ross, 1990).

Campbell et al. (1982) previously reported that the peak of haloperidol-pro-
duced catalepsy occurs at the end of the light phase. The differing results may be
due to the higher dose of haloperido! (0.5 mg/kg) and to a different behavioral
model to asses catalepsy (the horizontal bar test) used by Campbell. In the present
study we selected the four-cork test since it has the following advantages: control
rats always score zero, it adequately assesses pronounced rigidity and akinesia
(Morelli & DiChiara, 1985). and lacks of experience-induced increase in catalep-
sy scores found with the horizontal bar test {Sanberg et al., 1980).

The catalepsy rhythm found in the present study shows a maximal peak at the
middle of the dark hours, similar to that observed in striatal D2 dopamine recep-
tors. The aforementioned suggests that the mechanism of action involved could be
related to the blocking of striatal dopamine receptors, and therefore the rhythm of
catalepsy seems to be related to the pharmacodynamic of haloperidol, which is in
agreement with previous findings of Nagayama et al. (1979). Furthermore, the
lack of correlation between catalepsy and variations of DA receptors reported by
Campbell et al. {1982) was probably due to the time points selected for receptor
measurements: 4:00 a.m. and 4:00 p.m., which corresponded to the peak and
trough times of their catalepsy scores. At these time points, neither we nor previ-
ous studies found major differences in D2 receptor binding activity (Naber et al.,
1980; Kafka et al., 1982).

Qur results provide evidence that time-related variations in dopamine D2 re-
ceptors are reflected in the behavioral effects elicited by haloperidol. The afore-
mentioned is important for scheduling neuroleptic treatment, in order to prescribe
the intake of the drug at the time with minor Parkinsonism side effects and highest
antipsychotic effects. Further clinical studies are necessary to identify such time
points in humans.
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