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A. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IN VIVO DE LA TACRINA

La hipótesis colinérgica de la disfunción geriàtrica de los procesos de memoria ha

determinado que las aproximaciones farmacológicas para su tratamiento se hayan basado

clásicamente en la facilitación de la neurotransmisión colinérgica a diferentes niveles. Sin

embargo, no se han obtenido resultados sólidos que sustenten este tipo de abordajes

terapéuticos por lo que cada vez es mayor el interés en las farmacoterapias no restringidas

a la mejoría de la neurotransmisión colinérgica para restablecer la función cognoscitiva. En

1986 Summers y colaboradores demostraron que una sustancia derivada de la 4-

aminopiridina, la l,2,3,4-tetrahidro-9-aminoacridina (tacrina) era capaz de restablecer las

deficiencias cognoscitivas que padecían los enfermos de Alzheimer con una mayor efectividad

que otros tratamientos. Esta eficiencia se adscribió inicialmente a sus propiedades como

inhibidor de la acetilcolinesterasa. Sin embargo, este compuesto ha demostrado una eficacia

clínica mucho mayor que otros anticolinesterásicos que en principio lo son con una mayor

potencia, como la fisostigmina. Todo ello sugiere que la gran efectividad que presenta la

tacrina podría estar relacionada con una actividad a diversos niveles, que lograra la

restauración de diferentes sistemas de neurotransmisión además del colinérgico (Drukarch y

cois., 1988).

El objetivo primordial de esta tesis ha sido comprobar la eficacia de la tacrina para mejorar

el deterioro cognoscitivo asociado al envejecimiento en modelos de comportamiento y

profundizar en el mecanismo íntimo de su efectividad a nivel neuroquímico, determinando

la formación de segundos mensajeros acoplados a los adrenoceptores 8 en una región cerebral

íntimamente relacionada con la consolidación de la memoria reciente, como es el hipocampo,

comparándola con la corteza cerebral. Como modelo animal se seleccionó la rata adulta por

ser el que mejor reproduce las alteraciones cognoscitivas asociadas con el envejecimiento

humano (Bartus y Dean, 1987). Por lo tanto, el estudio se ha efectuado en dos cortes

transversales de edad con el fin de analizar las respuestas diferenciales entre ellos.

La cuantificación de la alteración de la memoria reciente que se produce durante el

envejecimiento y la posible eficacia de la tacrina para mejorarla, se evaluó en un test estándar
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de evitación pasiva de un único ensayo que proporciona una medida fiable, reproducible y —

específica de los procesos de retención sin la aparición de otros factores como la ansiedad •

o la depresión en el animal, que podrían alterar su respuesta (Bartus y Dean, 1985). n

I

de transducción asociadas al envejecimiento. n

Las determinaciones neuroquímicas se han centrado en la cuantificación de la producción de

AMP cíclico acoplada a la activación del adrenoceptor 6 y las modificaciones de este sistema

Ello proporciona una aproximación de los cambios funcionales producidos en los diferentes m

grupos experimentales, puesto que la alteración de la formación, concentración y degradación *i

de neurotransmisores, (Zhou y cois, 1984; Zubenko y cois, 1989) no determina •'

necesariamente una modificación de la respuesta funcional.

II
Se ha observado una clara diferencia en la latencia de evitación entre el grupo de animales !

adultos jóvenes y el de 18 meses que recibieron solución salina tras el entrenamiento. La

comparación entre grupos reveló que la latencia en los animales de 18 meses era

significativamente menor que en los animales jóvenes. El deterioro observado en nuestros

experimentos apoya los datos existentes en la bibliografía que establecen de una forma clara

que, durante el envejecimiento, los roedores presentan un empeoramiento en la realización

de diferentes test de memoria, incluyendo la prueba de evitación pasiva de un único ensayo

(Bartus y cois, 1980; Zornetzer y cois, 1982). Este deterioro parece ser debido

principalmente a deficiencias en el proceso de consolidación (Bartus y cois, 1983), hecho que

determinó la selección de un protocolo de inyección que afectara específicamente este

proceso.

En nuestro modelo experimental, la inyección de tacrina a dosis crecientes (0,1-2,5 mg/kg)

inmediatamente después de la fase de entrenamiento mejoró la retención de un hábito

aversivo previamente aprendido en las ratas adultas, atenuando así los déficits de memoria

reciente relacionados con la edad. Este efecto aumenta en función de la dosis, si bien no es

posible establecer una clara relación dosis-respuesta, debido a las características inherentes

al propio modelo experimental (Bartus y Dean, 1985). En términos de magnitud, la latencia
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de evitación alcanzada por los animales de 18 meses después de la inyección de tacrina es

similar a los valores de latencias de evitación alcanzados en animales jóvenes control,

inyectados con salino. Por otra parte, la mejoría observada refleja una acción sobre la

retención, dado que el protocolo de inyección utilizado, inmediatamente después de la fase

de entrenamiento, afecta directamente a los procesos que operan después del entrenamiento,

es decir no altera la adquisición, ni, en principio, las funciones sensoriales o motoras cuya

integridad es necesaria para la realización de la prueba (Flood y Gherkin, 1988). No parece

probable que la elevación de la latencia de evitación sea explicable en términos diferentes de

la acción específica sobre memoria reciente, consecuencia del propio procedimiento de

inyección o de otros efectos de la tacrina, dado que la acción de la misma se manifiesta

únicamente en aquellos animales que recibieron descarga eléctrica, y en los que, por tanto,

se estableció el proceso de retención. Los animales tratados con tacrina que no habían sido

sometidos a un shock eléctrico, no manifestaron un aumento de la latencia lo que permite

descartar una posible alteración sensorial o motora producida por el fármaco que pudiera

modificar la respuesta al test.

Inmediatamente después del test de retención se realizaron las determinaciones neuroquímicas

en corteza cerebral e hipocampo. La determinación bioquímica se realizó en todos los grupos

experimentales: animales control, animales que habían recibido shock (0.5 mA, 3 s) y

animales a los que se administró tacrina (2.5 mg-kg"1) por vía intraperitoneal inmediatamente

después de la sesión de entrenamiento.

La determinación de los niveles de AMP cíclico en animales jóvenes y adultos, reveló que

los niveles básales del segundo mensajero no sufren alteración alguna durante el

envejecimiento ni en corteza cerebral ni en hipocampo, si bien en esta última estructura se

detecta una tendencia a la disminución. Estos resultados concuerdan con otros aparecidos en

la literatura (Scarpace y cois, 1991) que demuestran que la formación basai de AMP cíclico

no se altera con la edad. Sin embargo, no existe acuerdo unánime en definir cuál es el estado

de actividad del enzima en edades avanzadas. En estudios realizados en cerebro humano, los

resultados son contradictorios; algunos autores (Ohms y cois, 1989) observaron, que en

homogeneizados de hipocampo se producía una disminución de la formación basal de AMP
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cíclico, sugiriendo una alteración de la actividad adenilato ciclasa con la edad. Estos

resultados son opuestos a los obtenidos en otro estudio (Danielsson y cois, 1988) en el que

los niveles básales de AMP cíclico se encuentran incrementados con la edad y en pacientes

diagnosticados de enfermedad de Alzheimer. En tejidos periféricos los resultados obtenidos

son asimismo contradictorios, de forma que se han descrito aumentos significativos de la

actividad basal del enzima en el riñon en el animal envejecido (Vanscheeuwijck y cois,

1990), que no se detectan a otros niveles, como el pulmón (Vanscheeuwijck y cois, 1989),

el tejido adiposo (Scarpace y cois, 1988) o en linfocitos humanos (Krall y cois, 1983). Estos

resultados sugieren que el comportamiento de la actividad basal del enzima con la edad no

presenta un patrón homogéneo, sino que depende de la estructura anatómica estudiada,

observándose además probablemente diferencias dependientes de la especie.

En condiciones de inhibición de la fosfodiesterasa mediante la adición al medio de IBMX,

se observó un aumento significativo en la acumulación de AMP cíclico respecto a los niveles

básales en corteza cerebral y de forma más importante en el hipocampo de ratas jóvenes. Por

el contrario, al analizar los cambios producidos por la inhibición de la fosfodiesterasa en el

hipocampo de animales adultos, no se observaron incrementos significativos de la formación

de AMP cíclico con respecto a los niveles básales del segundo mensajero. Estos resultados

sugieren que los procesos de degradación del AMP cíclico podrían estar alterados en algunas

regiones cerebrales durante el envejecimiento. Las consecuencias funcionales de tal alteración

se traducirían en un deterioro de la sensibilidad del sistema de transducción, puesto que un

sistema enzimático de degradación intacto es imprescindible para la generación de picos

breves del segundo mensajero, que constituyen la señal celular significativa. La falta de

degradación rápida del AMP cíclico conduciría a un estado de estimulación sostenida que

impediría a la célula una recuperación rápida de su capacidad de respuesta (Morgan, 1989).

Por otra parte, en estudios previos (Schmidt y Thomberry, 1978; Krall y cois, 1983;

Scarpace y cois, 1988; Vanscheeuwijck y cois, 1989) se ha descrito una tendencia a la

disminución de la síntesis de AMP cíclico con la edad. En conjunto los resultados obtenidos

sugieren una alteración de todo el proceso metabólico de formación y degradación del

segundo mensajero con el envejecimiento.
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Por último, tras la estimulación de la adenilato ciclasa a nivel de receptor mediante la adición

al medio de incubación de concentraciones submaximales de isoprenalina se obtiene un

aumento significativo de la acumulación de AMP cíclico en todos los grupos experimentales.

Tanto en los animales jóvenes como en el grupo de 18 meses el hipocampo resultó ser mucho

más sensible a la estimulación con isoprenalina. Este dato no resulta sorprendente puesto que

el hipocampo es una de las regiones cerebrales con una mayor densidad de adrenoceptores

6 (Reznikoff y cois, 1986; Lemmer y cois, 1993). Por otra parte, dado que se trata de una

estructura cerebral directamente implicada en el procesamiento y almacenamiento de la

información, nuestros resultados reforzarían la hipótesis de que el sistema fi-adrenérgico

juega un papel importante, pero complejo tanto en el aprendizaje como en la memoria.

La participación del sistema noradrenérgico se ha barajado también como elemento

fundamental en los déficits cognoscitivos asociados con la edad. Esta asunción se basa en el

reconocimiento de la existencia de marcadas alteraciones del sistema B-adrenérgico con la

edad y en procesos patológicos relacionados como la enfermedad de Alzheimer, que podrían

alterar los procesos de consolidación de la memoria. Las alteraciones observadas se refieren

tanto a su número como a su modulación (Scarpace y Abrass, 1988, Weiss, 1988; Scarpace

y cois, 1991). En nuestros experimentos se observa una tendencia a una mayor producción

de AMP cíclico tras la estimulación con isoprenalina con la edad tanto a nivel hipocámpico

como a nivel cortical, si bien únicamente es significativa en corteza cerebral. Estos resultados

están en concordancia con la supersensibilidad de la adenilato ciclasa a las catecolaminas con

la edad descrita en trabajos previos (Greenberg, 1986, Scarpace y Abrass, 1988).

Nuestro diseño experimental no nos permite discriminar cuál de los subtipos del adrenoceptor

6 es responsable de la supersensibilidad observada, dado que utilizamos un agonista que no

es capaz de diferenciarlos, como es la isoprenalina. Sin embargo, si consideramos que se ha

descrito un incremento en la densidad de adrenoceptores del subtipo 62 pero no 8, durante

el envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer en el hipocampo (Kalaria y cois, 1989)

probablemente debido a una disminución de la señal noradrenérgica procedente del locus

coeruleus secundaria a la pérdida en el mismo de cuerpos celulares noradrenérgicos, la

supersensibilidad de respuesta del sistema de transducción que se observa en los animales de
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18 meses podría depender del aumento en los adrenoceptores S^. En corteza cerebral la

situación sería inversa, ya que se ha descrito un incremento del número de receptores 6, y

no de adrenoceptores 63. En esta región anatómica, por lo tanto, podría considerarse que este

incremento en el número de adrenoceptores 8, sería responsable de la supersensibilidad en

la respuesta de la adenilato ciclasa.

Tal situación no ha sido descrita para otros tejidos, en los que a pesar de existir una clara

alteración a diversos niveles de la cadena de transducción, la respuesta al agonista resulta

inalterada (Vanscheeuwijck y cois, 1990). Los autores explican esta aparente contradicción

en base al desarrollo a nivel celular de posibles mecanismos homeostáticos de compensación

cuya naturaleza no ha podido ser determinada, que permitirían que la señal de salida del

sistema permaneciera inalterada.

Una vez analizadas las modificaciones de la acumulación de AMP cíclico dependientes de

la edad, nos planteamos estudiar el efecto de la tacrina sobre las mismas. Para ello

estudiamos las modificaciones neuroquímicas producidas por el fármaco en los animales

sometidos al test de evitación pasiva. Un hallazgo no esperado en nuestros experimentos lo

constituye el hecho de que la exposición a un único shock en las patas de baja intensidad (0.5

mA) modifique significativamente los niveles de AMP cíclico acoplados a la estimulación del

adrenoceptor 6. Este efecto tiene lugar tanto en animales jóvenes como en el grupo de edad

avanzada, y no se observa ni en condiciones básales ni tras la inhibición de la

fosfodiesterasa. Ello sugiere que se trate de un efecto relacionado específicamente con la

activación del adrenoceptor 6, sin que en principio sea atribuible a la actividad del propio

sistema enzimático.

Por el momento, únicamente se han caracterizado las consecuencias de la administración de

electroshock, como terapia en los cuadros de depresión, sobre la actividad adenilato ciclasa.

Sin embargo, no se conoce bien la influencia de un shock agudo en las patas sobre la

formación de AMP cíclico. No obstante, se ha demostrado que la exposición a un shock en

las patas de intensidad media modifica la síntesis de noradrenalina en sinaptoneurosomas

hipocámpicos dando lugar a un pico breve de noradrenalina en esta estructura (Graham-Jones
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y cols, 1983). Esta síntesis aumentada se hace más sostenida cuando el tratamiento se

administra crónicamente expresando probablemente una modificación plástica en el

hipocampo.

A la vista de estos datos, si los resultados obtenidos en nuestros experimentos dependieran

únicamente de la propia exposición a la descarga eléctrica, sería de esperar un aumento, y

no una disminución en la respuesta de la adenilato ciclasa a la estimulación del adrenoceptor

6. Además el efecto se produciría también en situaciones en las que no se introduce

exógenamente el agonista, ya que aumentaría la disponibilidad de noradrenalina endógena en

el hipocampo. Por último, el pico de noradrenalina solo se observa durante un espacio de

tiempo corto (Graham-Jones y cois, 1983), y sin embargo, las modificaciones que

observamos en la acumulación de AMP cíclico se mantienen al menos durante 24 horas,

momento en el que se realiza la determinación neuroquímica. Ello nos lleva a sugerir una

interpretación diferente, de forma que las modificaciones observadas podrían depender de la

propia experiencia y no de la exposición a la descarga eléctrica.

A favor de esta hipótesis existen datos en la literatura que sugieren que la actividad adenilato

ciclasa es un elemento crítico en la memoria a corto plazo, de tal forma que la formación y

consolidación de la misma parece ser el resultado de la convergencia de estímulos sobre la

adenilato ciclasa, induciendo la fosforilación AMP cíclico-dependiente de diversas proteinas

(Morgan, 1990). Todo ello hace plausible que la participación del sistema noradrenérgico sea

mediada por elementos de transducción acoplados al adrenoceptor B, como proteínas G,

niveles intracelulares de calcio o actividad adenilato ciclasa, que podrían ser objeto directo

de los cambios plásticos en la transmisión noradrenérgica y de sus consecuencias funcionales.

Finalmente se analizó la acción de la tacrina sobre la formación de AMP cíclico. La

administración de tacrina (2.5 mg-kg"1, i.p.) inmediatamente después de la fase de

entrenamiento produce una disminución en la acumulación de AMP cíclico en condiciones

básales en todos los grupos experimentales. Esta disminución no alcanza significación

estadística en el hipocampo de los animales envejecidos pero sí en los demás grupos. En

principio, la reducción de actividad basal del sistema adenilato ciclasa es difícilmente
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observable en tejido cerebral mediante tratamientos farmacológicos dado que el flujo a través

de la vía del AMP cíclico es muy reducido en condiciones de reposo, lo que hace dificultosa

la apreciación de una reducción adicional en sus niveles (Barnes, 1991). La significación

biológica de tal efecto resulta difícil de evaluar, dado

nivel celular de este tono basal del segundo mensajero.

I
I
1
I
1

biológica de tal efecto resulta difícil de evaluar, dado que no es bien conocido el papel a •

I
Con el fin de descartar que la acción de la tacrina sobre la acumulación basai de AMP cíclico •

pudiera deberse a un incremento en el proceso de degradación del segundo mensajero, los '

experimentos se repitieron en presencia de IBMX. En estas condiciones la tacrina únicamente •

produjo disminuciones estadísticamente significativas de la acumulación de AMP cíclico en

animales jóvenes, pero no en las ratas de 18 meses. Estos resultados sugieren que la acción V

de la tacrina en los animales jóvenes no dependería de un incremento en la degradación de

AMP cíclico ya que se mantiene una vez que el enzima responsable de la metabolización del •

segundo mensajero ha sido bloqueado. Sin embargo, en los animales envejecidos, en los que

se han observado alteraciones en los procesos de degradación del AMP cíclico, la tacrina no •

es capaz de reducir los niveles de AMP cíclico cuando se inhibe la fosfodiesterasa mediante

una xantina, como es el IBMX. Ello sugiere que en condiciones en que los procesos I

metabólicos ligados a la degradación del AMP cíclico se encuentran alterados, como sucede

en el envejecimiento (Schmidt y Thornberry, 1978) el fármaco podría actuar sobre tales |

procesos.

I
En general, parece que los agonistas no regulan la concentración de AMP cíclico por afectar

directamente la actividad de la fosfodiesterasa, por lo que el principal determinante de la |

concentración de AMP cíclico en la célula es la actividad adenilato ciclasa. En este contexto _

es interesante recordar que se han descrito algunos agentes farmacológicos que inhiben la m
i

actividad fosfodiesterásica, pero tales compuestos únicamente producen efectos significativos « ¡

en condiciones en las que existe una activación simultánea de la adenilato ciclasa. En nuestro • i

caso, parece que la tacrina ejercería su efecto en el animal envejecido por activar la

fosfodiesterasa, operando por lo tanto para reducir los niveles del nucleótido cíclico. Tal

acción podría favorecer mecanismos fisiológicos que operan a nivel celular, en condiciones

en las que tales mecanismos se encuentran alterados, al contrario de lo que sucede con los
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fármacos inhibidores de la fosfodiesterasa, ya que no se han descrito por el momento

mecanismos celulares por los que se inhiba la actividad fosfodiesterásica.

Finalmente, en condiciones de estimulación del adrenoceptor 6 mediante incubación con

isoprenalina, el tratamiento in vivo con tacrina indujo una reducción estadísticamente

significativa de la formación de AMP cíclico en ambos grupos de edad. Al analizar las

diferentes estructuras cerebrales, el hipocampo resultó ser mucho más sensible a la acción

de la tacrina. , , '

El efecto de la tacrina fue analizado en animales que habían sido sometidos al test de

evitación pasiva, y por tanto podría arguirse que se tratara de una sumación de efectos con

los producidos por la descarga eléctrica. Sin embargo, el efecto de la tacrina fue similar, en

términos cuantitativos al obtenido en una serie experimental en la que se estudian los efectos

de la inyección aguda del fármaco sacrificando a los animales a los 30 minutos de la

administración y que será analizada a continuación. Por lo tanto, no parece probable que el

efecto de la tacrina observado en los animales sometidos a descarga eléctrica sea

consecuencia de una sumación de efectos con tal descarga.

Estos resultados sugieren que los efectos de la tacrina podrían depender parcialmente de una

acción sobre la actividad del complejo adenilato ciclasa acoplado al adrenoceptor 6, actuando

sobre alguno de los elemento que lo componen. Nuestro diseño experimental no nos permite

descartar que la tacrina pudiera ejercer una acción directa sobre el adrenoceptor 6. Sin

embargo, recientemente se ha demostrado que la tacrina presenta escasa afinidad por este

adrenoceptor (Drukarch y cois, 1988), lo que descartaría en principio, una acción directa a

este nivel. Como se describió exhaustivamente en la Introducción de esta Tesis, han sido

descritas modificaciones en la densidad de los adrenoceptores B, que se encuentra

significativamente reducido en determinadas regiones cerebrales en el animal anciano

(Scarpace y Abrass, 1988), al igual que la velocidad de síntesis de novo de estos receptores,

que se encuentra asimismo afectada como consecuencia del proceso de envejecimiento

(Greenberg, 1986). Estas alteraciones tienen como consecuencia clave una alteración en la

sensibilidad de los receptores B adrenérgicos, que está aumentada en edades avanzadas. Por
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Ilo tanto, parece probable que la mejora de la función cognoscitiva en los animales ancianos

obtenida con la tacrina, podría depender, al menos parcialmente, de una normalización de

la funcionalidad del sistema de neurotransmisión 6 adrenérgico en el hipocampo, merced a m

la disminución de la respuesta a catecolaminas inducida por la tacrina. Estos resultados ™

apoyarían la existencia de una alteración en la sensibilidad del adrenoceptor 6 tanto a nivel •

hipocámpico como a nivel cortical durante el envejecimiento, que podría ser normalizada por <

la acción de la tacrina sobre el sistema de transducción acoplado a este adrenoceptor. •

Se ha de tener en cuenta al analizar la relevancia funcional en procesos cognoscitivos de la •

acción de la tacrina sobre la acumulación de AMP cíclico, el hecho de que las ¡

determinaciones neuroquímicas se realizaron 24 horas después de la administración del W

fármaco, momento en el cual los niveles cerebrales de tacrina son muy bajos, dado que la

concentración del fármaco en cerebro de rata disminuye con una semivida biológica de 1,4 •

horas (Nielsen y cois, 1989). Ello pudiera hacer pensar que las acciones observadas no

dependen de un efecto directo del fármaco. •

En efecto, nuestro modelo experimental no permite descartar que la acción de la tacrina H

sobre la acumulación de AMP cíclico acoplada a la activación del adrenoceptor 6 no sea un

efecto específicamente relacionado con el propio cambio plástico producido por la |

experiencia. El hecho de utilizar un protocolo de inyección en que el fármaco se administra ,

inmediatamente después del entrenamiento, momento en el que se establece el proceso de |

consolidación, y en el que en principio sería esperable que se produjeran cambios

neuroquímicos dependientes de la propia experiencia, podrían hacer pensar que tales efectos

no dependen de la acción del fármaco sino que son inducidos por la propia experiencia

novedosa, tratándose por lo tanto de fenómenos específicos de los procesos de

almacenamiento de información nueva, pero no dependientes del fármaco. A favor de esta

hipótesis se encuentra el hecho de que las modificaciones neuroquímicas inducidas por la

exposición de los animales al propio test de evitación dan lugar a perturbaciones de la

actividad 8-adrenérgica en el mismo sentido. Más aún, en estudios realizados en nuestro

Departamento (Escorihuela y cois, 1993) se ha demostrado que la exposición postnatal a un

modelo de enriquecimiento ambiental, manipulación de reduce el deterioro cognoscitivo
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asociado a la edad, da lugar a modificaciones neuroquímicas en el sistema efector celular del

adrenoceptor 6 en el mismo sentido a las inducidas por la tacrina.

Con el fin de determinar si la acción farmacológica propia de la tacrina se caracterizaba

asimismo por un efecto similar sobre la acumulación de AMP cíclico, se han realizado

experimentos en los que se analizaron las acciones sobre la acumulación basai y la formación

de AMP cíclico ligada a la activación del adrenoceptor 6, en un grupo de animales no

sometidos a un test de evitación pasiva a los que se administró tacrina por vía intraperitoneal

a la misma dosis que en la serie experimental precedente. Los animales fueron sacrificados

30 minutos después de la inyección, ya que se ha descrito que el fármaco se mantiene a

concentraciones superiores a 1 /*M en cerebro de rata durante la primera hora (Nielsen y

cois, 1989).

En estas condiciones experimentales los niveles de AMP cíclico en situación control

resultaron ser similares en ambas series experimentales, que son por lo tanto comparables.

La tacrina 30 minutos después de su inyección, sin someter al animal a un test de retención,

reduce la acumulación de AMP cíclico acoplada al adrenoceptor 6, lo que sugiere que los

efectos observados dependan efectivamente de la acción de la tacrina. Resulta, sin embargo

llamativo el hecho de que el efecto se mantenga 24 horas más tarde. Esto, unido a que la

estructura donde se observan cambios más significativos es el hipocampo, podría hacer

pensar que la tacrina esté ejerciendo un efecto farmacológico en el mismo sentido que el

efecto neuroquímico que se produciría a nivel hipocámpico como consecuencia de la propia

experiencia. Por último cabe señalar que en un análisis superficial la acción de la tacrina

sobre la formación de AMP cíclico acoplada a la activación del adrenoceptor 6 podría

parecer opuesta a la asunción generalizada de que la mejora de la neurotransmisión favorece

los procesos de retención y por tanto maniobras en sentido contrario resultarían en un

deterioro de la consolidación. En este sentido, recientemente se ha demostrado que la tacrina

modifica la actividad de la enzima monoaminooxidasa (MAO) a nivel central, sugiriendo la

posible participación del sistema catecolaminérgico en su mecanismo de acción (Adem y cois,

1989).
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Por otra parte, la manipulación farmacológica de la actividad del adrenoceptor a2 da lugar

a una sensible mejoría de la función cognoscitiva (Arnsten y Leslie, 1991). En este sentido,

si bien los autores asumen tal efecto como fundamentalmente postsináptico, no se ha podido

descartar completamente una acción sobre \

resultados obtenidos en el presente trabajo.

I
I
I
l!

I
descartar completamente una acción sobre un sitio presináptico, lo cual iría en línea con los ™

I
En la primera parte de esta Tesis se ha demostrado la capacidad de la tacrina para reducir •

los déficits cognoscitivos observables en animales de 18 meses. Este efecto sobre procesos

cognoscitivos se correlaciona a nivel bioquímico con una alteración en el sistema de

transducción de señal acoplado al adrenoceptor B en corteza cerebral e hipocampo por una

acción de la tacrina sobre la formación de AMP cíclico de ratas jóvenes y envejecidas. Tal

efecto se obtuvo en condiciones básales y tras la estimulación de la formación de AMP

cíclico ligada a la activación del adrenoceptor fi mediante isoprenalina. Estos resultados

sugerían que la tacrina, además de sus propiedades como anticolinesterásico, a las que

clásicamente se había adscrito su capacidad de mejorar la retención, era capaz de modificar

concomitantemente la funcionalidad del sistema noradrenérgico en el sistema nervioso

central.

Puesto que las tendencias más actuales consideran que el deterioro de memoria reciente

asociado al envejecimiento depende de la alteración conjunta de diversos sistemas de

neurotransmisión (Weiss, 1988; Boiler y Forette, 1989; Scarpace y cols, 1991), la utilización

de agentes capaces de afectar simultáneamente la funcionalidad de diferentes sistemas de

neurotransmisión resultaría una terapéutica más eficaz. En concreto, la alteración de la

funcionalidad del adrenoceptor fi puede afectar los procesos de memoria fundamentalmente

a corto plazo de forma que un fármaco capaz de modificar concomitantemente la

funcionalidad del sistema fi adrenérgico y colinérgico a nivel central constituiría un

instrumento farmacológico de excepción para abordar el tratamiento de las deficiencias

cognoscitivas del anciano.

El hecho de que la tacrina modifique la funcionalidad del adrenoceptor fi a nivel hipocámpico

la convierte en un instrumento farmacológico de excepción en el restablecimiento de la
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función cognoscitiva. Sin embargo, una de las mayores limitaciones que presenta el

tratamiento con tacrina lo constituye su toxicidad a nivel hepático (Summers y cois, 1986).

Por lo tanto, maniobras farmacológicas que permitieran reducir la dosis de tacrina sin

mermar su eficacia clínica resultarían de enorme interés al ampliar su margen terapéutico.

Por todo ello la última fase ,de los estudios in vivo, se ha dirigido a intentar diseñar

estrategias terapéuticas que permitan alcanzar este objetivo. El ánimo de estos experimento

era buscar un agente farmacológico que consiguiera aumentar la potencia de la tacrina para

restablecer las funciones cognoscitivas en el animal envejecido. Por ello nos planteamos

analizar la acción de la tacrina en presencia de un agente bloqueante del adrenoceptor JÎ.

Escogimos el propranolol, por su conocida capacidad antagonista adrenérgica y porque en

estudios muy iniciales se había podido demostrar que dosis bajas de este fármaco mejoraban

la retención en el test de evitación pasiva. Nosotros no pudimos replicar tal resultado, y de

hecho el propranolol no modificó per se la latencia de evitación en los animales de 18 meses.

Cuando los animales recibieron conjuntamente propranolol y tacrina después del

entrenamiento, el efecto de la tacrina se vio ligeramente potenciado, pero tal potenciación

no llegó a alcanzar la significación estadística. Sin embargo, el rango intercuartílico sí se

redujo notablemente, expresando que el efecto en este caso fue mucho más homogéneo en

todos los animales. El hecho de que la potenciación alcanzada no fuera más importante

podría ser quizás atribuible a que hemos utilizado un antagonista no selectivo y que por lo

tanto no diferencia entre los dos subtipos de adrenoceptores 8. Dado que ambos subtipos

sufren modificaciones en su número de signo contrario con el envejecimiento, y que tales

alteraciones quedan enmascaradas cuando se analizan las modificaciones sin diferenciarlos,

parece posible que esta diferencia pueda tener una consecuencia funcional. En nuestra

opinión, probablemente la utilización de antagonistas selectivos constituiría un elemento

farmacológico más exacto para conseguir una potenciación.

En resumen, la primera parte de esta Tesis sugiere que la capacidad de la tacrina para reducir

los déficits cognoscitivos observables en animales de 18 meses se correlaciona a nivel

bioquímico con una alteración en. el sistema de transducción de señal acoplado al

adrenoceptor 6 en corteza cerebral e hipocampo de rata. Esta acción neuroquímica parece ser

específica de la tacrina, aunque podría tratarse de un efecto potenciador de un cambio
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B. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD IN VITRO DE LA TACRINA

Los efectos del tratamiento in vivo con tacrina sobre la formación de AMP cíclico acoplada

a la estimulación del sistema B-adrenérgico, sugieren que la eficacia terapéutica de este

fármaco probablemente no se deba únicamente a sus propiedades anticolinesterásicas, sino

que pueda depender de acciones neuroquímicas diversas a nivel central, entre las que podría

encontrarse un efecto sobre el sistema de transducción acoplado al adrenoceptor 8. Por ello,

la segunda fase del estudio se ha dirigido a la caracterización farmacológica de los efectos

de la tacrina y a profundizar en el mecanismo a través del cual es capaz de alterar la

funcionalidad de adrenoceptor 8. Para ello se determinaron las modificaciones provocadas

por el fármaco in vitro, sobre la formación de AMP cíclico acoplada al adrenoceptor 8 en

corteza cerebral e hipocampo de ratas jóvenes, en diferentes condiciones experimentales. Así,

se analiza la acción de la tacrina sobre el adrenoceptor 8 a diferentes niveles del complejo

adenilato ciclasa. A continuación, y dado que clásicamente se ha asociado la eficacia de la

tacrina con sus propiedades inhibidoras de la acetilcolinesterasa, se estudia la posible

existencia de un componente colinérgico en la acción de la tacrina. Para alcanzar este último

objetivo se evaluó si la acción de este derivado de la 4-aminopiridina sobre el mecanismo de

transducción acoplado al sistema fi-adrenérgico, es compartida por la fisostigmina y la posible

I
I
I
Iplástico endógeno ya existente como consecuencia de la experiencia en sí. Los resultados

expuestos sugieren que la eficacia terapéutica de la tacrina, probablemente no se deba

únicamente a sus propiedades anticolinesterásicas, sino que pueda depender de acciones <•

neuroquímicas diversas a nivel central, entre las que podría encontrarse un efecto sobre el *'

sistema de transducción acoplado al adrenoceptor 8. Por otro lado nuestros resultados apoyan •

la participación del adrenoceptor 8 en los procesos de memoria reciente y sugieren que el ™

sistema adenilato ciclasa acoplado a este receptor pudiera ser un eslabón primario en la •

cadena de eventos neuroquímicos que se activan en el hipocampo tras la experiencia

novedosa. Estos resultados podrían contribuir a la caracterización de las bases neuroquímicas H

de los procesos de memoria reciente y de sus alteraciones responsables de los déficits

cognoscitivos observados en el anciano. •

I

I
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influencia del bloqueo de receptores muscarínicos mediante la adición al medio de incubación

de atropina, sobre la acción de la tacrina. Por último, y pese a que se ha descrito que la

tacrina no muestra afinidad por los receptores adrenérgicos (Drukarch y cois, 1988), se

investigó si sus efectos sobre la adenilato ciclasa eran debidos a una actuación de la tacrina

directamente sobre el receptor fi-adrenérgico. Con esta finalidad se realizaron una serie de

experimentos en una preparación farmacológica clásica, como es el baño de órgano aislado

que nos permite estudiar el sistema fi-adrenérgico, sin influencias reguladoras de tipo

nervioso o humoral.

A continuación, se analizó si los efectos observados para la tacrina eran extensibles a otros

componentes del sistema noradrenérgico o bien se circunscribían a nivel del acoplamiento del

adrenoceptor 6 con la adenilato ciclasa. En concreto se estudiaron las modificaciones de los

niveles de segundos mensajeros asociados a la activación del adrenoceptor a, (tanto AMP

cíclico como formación de fosfatos de inositol).

1. EFECTOS DE LA TACRINA SOBRE EL SISTEMA fl-ADRENERGICO

En nuestro diseño experimental la incubación durante 10 minutos con tacrina (1 ¿tM) no

modificó significativamente los niveles básales de AMP cíclico, con respecto a los valores

control en corteza cerebral ni en hipocampo. Asimismo, no se produjeron modificaciones en

los niveles del segundo mensajero tras la inhibición de la degradación de AMP cíclico

mediante IBMX (1 mM) en estructuras corticales o hipocámpicos. En ambas situaciones

experimentales, sin embargo se observa una clara tendencia a la disminución.

En estos ensayos los niveles del segundo mensajero fueron comparables a los obtenidos en

la serie de experimentos realizados in vivo, por lo que podemos decir que en los

experimentos in vitro la tacrina ve reducida su capacidad de afectar la acumulación de AMP

cíclico. Este hecho resulta llamativo puesto que si se tratase de un efecto farmacológico

propio de la tacrina, sería esperable que se produjera de forma más importante en un modelo

aislado, y libre por tanto de interferencias propias de los modelos in vivo. Parece pues que
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se produzca un efecto potenciador cuando el animal es sometido al test de evitación pasiva,

y por lo tanto en él se ha establecido el proceso de retención. Esto apoyaría una vez más la

posibilidad de que tales modificaciones dependan de cambios plásticos producidos en el

hipocampo como consecuencia de la propia experiencia.

En los experimentos in vitro, la acción más importante de la tacrina se desarrolló en

condiciones de estimulación de la actividad adenilato ciclasa con isoprenalina. En estos

experimentos, la incubación durante 10 minutos con tacrina dio lugar a un marcado y

significativo decremento de la síntesis de AMP cíclico secundaria a la activación del

adrenoceptor ñ en todos los grupos de edad. Esta reducción alcanzó significación estadística

tanto en el hipocampo como en la corteza cerebral respecto a la situación control. En

términos de magnitud, el efecto de la tacrina es más importante a nivel hipocámpico, al igual

que sucedía en los estudios in vivo. A la vista de estos resultados, se podría argüir que los

efectos de la tacrina podrían depender, al menos parcialmente de una acción directa sobre

la actividad del complejo adenilato ciclasa acoplado al adrenoceptor B. Sin embargo, en

nuestros experimentos, la preincubación con tacrina 1 /tM dio lugar a una pérdida progresiva

de la capacidad de la isoprenalina para estimular la formación de AMP cíclico originando un

desplazamiento no paralelo hacia la derecha de la curva concentración-respuesta para la

isoprenalina y una pérdida de efecto máximo del 30% en corteza cerebral y del 40% en el

hipocampo. Se ha de considerar, asimismo, que recientemente se ha evidenciado que la

tacrina no presenta afinidad por los adrenoceptores B en concentraciones en el rango

micromolar. En conjunción con estos datos, los resultados expuestos parecen indicar que la

acción de la tacrina sobre el sistema 6 adrenérgico no depende de una acción directa sobre

el receptor.

Nuestro modelo experimental no nos permite descartar que la tacrina esté ejerciendo sus

efectos sobre la acumulación de AMP cíclico de forma indirecta a través de una modificación

del equilibrio iónico intracelular. En este sentido se ha descrito una acción de la tacrina sobre

la conductancia para el potasio de forma que su efecto se caracterizaría por una reducción

de las comentes de potasio (Freeman y Dawson, 1991). La conductancia más sensible a la

acción de la tacrina sería aquella generada por el neurotransmisor, la cual es activada a través
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de una proteïna G que sirve de nexo entre el receptor ocupado y el canal de potasio

(Halliwell y Grove, 1989). Tal reducción no parece estar específicamente asociada a ningún

receptor en concreto, y se produce a concentraciones en el rango micromolar, si bien es

relevante a partir de concentraciones de 10 pM. Puesto que en nuestros experimentos la

concentración empleada es 1 /tM, no parece probable que el efecto de la tacrina sobre la

acumulación de AMP cíclico dependa de su acción sobre corrientes de potasio. Más aún, el

efecto final esperable de un bloqueo en la salida de potasio favorecida por neurotransmisores

en todo caso sería de carácter excitador, lo que en principio habría de favorecer un aumento

en la producción del segundo mensajero. En nuestros experimentos, por contra, observamos

un efecto depresor de la producción de AMP cíclico.

Un aspecto interesante a considerar cuando se evalúa la posible significación terapéutica del

efecto de la tacrina sobre la actividad adenilato ciclasa acoplada al adrenoceptor 6, es la

constante de inhibición que presenta, que se encuentra en el rango de concentraciones

terapéuticas descrita para la tacrina (Freeman y cois, 1991). No se debe olvidar que muchas

de las acciones descritas para la tacrina en diferentes modelos experimentales tienen lugar

a concentraciones muy por encima de su rango de concentraciones terapéuticas. Este hecho

hace que muchas de ellas puedan ser probablemente marginales y que no pueda adscribirse

a ellas su eficacia terapéutica.

De la primera serie de experimentos presentada se podía deducir que la tacrina no ejercería

sus efectos por una interacción directa sobre el adrenoceptor B. Sin embargo, el sistema de

transducción acoplado a este receptor se compone de varias unidades (Neer y Clapham,

1988), y por lo tanto la acción de la tacrina podía desarrollarse a cualquier nivel de la cadena

de transducción. Así pues, en una segunda serie experimental in vitro analizamos a qué nivel

se producía el efecto de la tacrina. Con el fin de determinar si los efectos observados se

debían a una acción del derivado de la 4-aminopiridina sobre la subunidad catalítica de la

adenilato ciclasa, se estudió la influencia de la estimulación de la actividad adenilato ciclasa

mediante forskolina sobre el efecto de la tacrina. La forskolina es un diterpeno que activa

la adenilato ciclasa por una interacción directa con la subunidad catalítica del enzima

(Laurenza y cois, 1989). En nuestro modelo experimental, la forskolina, por sí misma indujo
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Iun incremento muy marcado y significativo concentración-dependiente en la formación de

AMP cíclico, acorde con los datos señalados en la literatura. Cuando se analizó la influencia

de la tacrina (1 /tM) sobre este efecto, no se encontraron diferencias significativas en la •

acción de la forskolina. Así pues, la reducción de la producción de AMP cíclico producida *" '

por la tacrina no parece poderse atribuir a su posible interacción con la subunidad catalítica •

de la adenilato ciclasa, al menos en las condiciones experimentales utilizadas.

El hecho de que pudiera descartarse una acción directa de la tacrina tanto sobre el

adrenoceptor 6 como sobre la subunidad catalítica del complejo adenilato ciclasa, determinó • j

que los siguientes experimentos intentaran establecer si la acción de la tacrina podía ser

indirecta a través de su acción facilitadora de la neurotransmisión colinérgica. Este tipo de I

abordaje tenía un interés doble: por una parte permitiría profundizar en el mecanismo de

acción de la tacrina, y por otra contribuiría a la caracterización de la vinculación entre los •

sistemas noradrenérgico y colinérgico en el hipocampo. En este sentido, es interesante

recordar que se ha sugerido la existencia de una interrelation entre ambos sistemas de I

neurotransmisión a nivel central, la cual podría estar directamente involucrada en los

procesos de memoria y aprendizaje y en procesos de plasticidad neuronal. Así, ha podido ser •

demostrado en animales jóvenes y en adultos, que la modulación farmacológica de los niveles

de catecolaminas cerebrales afecta tanto a los procesos de aprendizaje como a la retención, J

siendo este efecto diferente en animales en los que se conserva intacta la función cognoscitiva

y en aquellos en los que existe una disfunción del sistema colinérgico (Flood y cois, 1980; |

Zornetzer, 1985; Arnsten y Goldman-Rakic, 1987). Es más, parece probable que las

deficiencias en el sistema noradrenérgico que se observan durante el envejecimiento puedan

influenciar la respuesta del sistema nervioso central a fármacos de carácter colinomimético,

alterando su efectividad. Resulta pues interesante analizar la posible relación entre las

acciones de la tacrina sobre el sistema colinérgico y las descritas sobre el sistema 3

adrenérgico. La tacrina gracias a su capacidad de afectar la funcionalidad de ambos sistemas

neuroquímicos, podría resultar un potente instrumento farmacológico en el restablecimiento

de la función cognoscitiva.
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Con el fin de establecer si el efecto de la tacrina observado en nuestros experimentos podía

ser debido parcialmente a su acción de mejora de la transmisión colinérgica, la cual

secundariamente afectaría la funcionalidad del sistema B-adrenérgico, el abordaje

experimental inicial consistió en el bloqueo de los receptores muscarínicos mediante la

preincubación con atropina. La atropina por sí misma no fue capaz de modificar la formación

de AMP cíclico en ninguno de los grupos experimentales. Ello sugiere que el bloqueo de

receptores muscarínicos per se no es capaz de modificar la relación entre el sistema 6

adrenérgico y colinérgico en condiciones control. De igual forma, el bloqueo de receptores

muscarínicos tampoco modificó el efecto de la tacrina sobre la formación de AMP cíclico en

corteza cerebral. Sin embargo, la preincubación con atropina previno parcialmente el efecto

inducido por la tacrina en el hipocampo, y este antagonismo alcanzó significación estadística

en condiciones de estimulación con isoprenalina (10 /xM) (p<0.05). Ello hace pensar que

el incremento de la actividad colinérgica puede ser parcialmente responsable de la acción de

la tacrina a nivel hipocámpico, reforzando la idea de la existencia de una posible relación

entre los sistemas 8 adrenérgico y colinérgico en dicha estructura cerebral.

El hecho de que la atropina fuera capaz de prevenir parcialmente la acción de la tacrina y

de que ésta resulte más eficaz que otros fármacos anticolinesterásicos, para inducir mejoras

cognoscitivas, nos condujo a investigar si un agente anticolinesterásico, en principio más

potente que la tacrina, como es la fisostigmina podía afectar la acumulación de AMP cíclico

ligada a la activación del adrenoceptor ñ. Sin embargo, la fisostigmina no produjo in vitro

ninguna modificación en la acumulación de AMP cíclico. El hecho de que el efecto de la

tacrina sobre el sistema de transducción acoplado al adrenoceptor ó no sea compartido por

la fisostigmina, podría explicar las diferencias observadas en la eficacia clínica entre ambas

sustancias.

Por otra parte, se analizó la posible sumación de efectos entre la tacrina y la fisostigmina

estudiando la acción del derivado de la 4-aminopiridina en presencia de fisostigmina. En

nuestro diseño, no fue posible demostrar tal sumación de efectos en miniprismas de corteza

cerebral. Ello sugiere que, a pesar de que parece existir un componente colinérgico en la

acción de la tacrina a nivel hipocámpico, su efecto sobre el sistema de señal acoplado al
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adrenoceptor 6 no es reproducible mediante otro potente fármaco anticolinesterásico, como

es la fisostigmina.

El conducto deferente de rata es una preparación de músculo liso densamente inervada por

fibras nerviosas simpáticas, que ha sido utilizado como tejido de elección para estudiar

diversos aspectos de la transmisión noradrenérgica (Sjostrand, 1965).

Como es sabido, las contracciones del conducto deferente inducidas por estimulación de

campo se deben, en principio, a la liberación de neurotransmisores, noradrenalina (McGrath,

1978) y ATP (Sneddon y cois, 1984; Hòurani y cois, 1993), seguida por una interacción de

1
I
I
I
I
I

Clásicamente se ha asumido que el mecanismo primario de acción de la tacrina para mejorar

la función cognoscitiva reside en su capacidad de inhibir la colinesterasa (Ho y Freeman,

1965; Nielsen y cols, 1989). Sin embargo, la tacrina muestra una mayor eficacia clínica para

restablecer las deficiencias cognoscitivas que otros fármacos anticolinesterásicos mucho más •

potentes como, por ejemplo, la fisostigmina (Bartus y Dean, 1988). Estas discrepancias en

los resultados clínicos han sido adscritas al hecho de que ambas sustancias poseen un B

diferente patrón farmacocinético o bien a que la inhibición de la colinesterasa pueda no ser !

suficiente para inducir estas mejoras. Más aún, los resultados respecto a su eficacia para •

inhibir la actividad acetilcolinesterásica tras su administración sistémica son contradictorios,

sugiriendo que éste podría no ser su mecanismo de acción primario. Por otra parte, sus •

propiedades anticolinesterásicas se manifiestan a concentraciones muy superiores a su rango

terapéutico. Todo ello hace pensar que la gran efectividad de la tacrina podría estar I

relacionada con una actividad a diversos niveles, que lograra la restauración de diferentes

sistemas de neurotransmisión además del colinérgico (Drukarch y cois, 1988). H

Así pues, nuestros experimentos sugieren que el sistema colinérgico podría ejercer un papel |

permisivo en la acción de la tacrina, de forma que su activación sería necesaria pero no

suficiente para reproducir sus efectos sobre el sistema noradrenérgico. Por otra parte estos |

resultados apoyarían la existencia de una interacción entre el sistema colinérgico y

noradrenérgico en el sistema nervioso central. |

I
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dichas sustancias con receptores situados en la musculatura lisa. La reducción de la amplitud

de las contracciones mediada por adrenoceptores 6, se supone que es debida a un bloqueo

de alguna de las etapas de esta cadena de eventos. Basándonos en esta asunción se puede

hipotetizar que los responsables de la relajación causada por los agonistas 6-adrenérgicos

pueden ser dos tipos de receptores, uno de ellos presináptico, localizado en el terminal

nervioso, siendo el otro un receptor postsináptico situado en la célula muscular. La

interacción de los agonistas 6-adrenérgicos con los receptores presinápticos provocaría una

perturbación de la actividad nerviosa y en consecuencia daría lugar a una modificación de

la liberación de neurotransmisor y, por tanto, de las contracciones, mientras que la

estimulación de los adrenoceptores 8 postsinápticos podría antagonizar las contracciones

inducidas por la interacción neurotransmisor-receptor en el músculo liso.

La estimulación con sales de bario del conducto deferente permite evidenciar que, pese a que

los receptores presinápticos podrían ser alcanzados por los agonistas 6-adrenérgicos, esta

interacción sería inefectiva o silenciosa ya que las contracciones provocadas por bario son

independientes de la liberación de neurotransmisor (Jurkiewicz y cois,, 1971). Así pues, sólo

la interacción con receptores postsinápticos podría explicar la acción de los agonistas 8-

adrenérgicos.

Por otra parte, diferentes estudios, tanto funcionales en los que se han empleado agonistas

selectivos y no selectivos de los diferentes subtipos de adrenoceptores 6 (Vohra, 1979; Lotti

y cois, 1980; Díaz-Toledo y Jurkiewicz, 1990), como de fijación de radioligandos (May y

cois, 1985), han demostrado que estos receptores postsinápticos pertenecen al subtipo 62-

Es improbable que los receptores a-adrenérgicos participen en esta acción. Así lo evidencian

estudios realizados por Díaz-Toledo y Jurkiewicz (1991), en los que tras la inactivación

irreversible de estos receptores con dibenamina, la clonidina, un agonista presináptico

clásico, no causaba ninguna relajación de las contracciones producidas en el conducto

deferente por estimulo eléctrico.

En general, cuando los agonistas 6-adrenérgicos se añaden a una preparación de conducto
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Ideferente no se observa relajación del órgano, salvo que éste sea sometido a tensión por

acción de agonistas, de sales de bario o tras provocar contracciones secüenciales mediante

un estímulo eléctrico. En nuestros experimentos, la isoprenalina, un agonista 8-adrenérgico •!

no selectivo, produjo una disminución concentración-dependiente de la amplitud de la ™

contracción provocada por estímulo eléctrico, sin afectar a la línea de base, coincidiendo con •

los resultados obtenidos por Díaz-Toledo y Jurkiewicz (1990).

El tratamiento del conducto deferente con tacrina a concentraciones 1 y 10 /¿M, durante 10

minutos provocó una disminución de la inhibición máxima producida por isoprenalina. Estos I

datos son consistentes con nuestros resultados bioquímicos en los que se observa que la

tacrina disminuye la formación del segundo mensajero asociado a la estimulación del •

adrenoceptor fl.

I
Por otra parte, se observa que no hay modificaciones significativas de la potencia de la

isoprenalina para producir su respuesta. Todo esto nos indicaría que la tacrina se comporta •

como un inhibidor no competitivo del receptor 6-adrenérgico, y por tanto, su acción se

produce a un nivel que no se corresponde con el sitio de fijación de los agonistas B- I

adrenérgicos. Estos resultados refuerzan los estudios realizados mediante técnicas de fijación

con radioligandos en los que se observa que la tacrina no posee afinidad hacia dicho receptor |

(Drukarch y cois, 1988; Nielsen y cois, 1989).

2. EFECTOS DE LA TACRINA SOBRE EL SISTEMA a-ADRENÉRGICO I

f___ _., __ ___ _ „
i

metabolismo de fosfoinosítidos de membrana (Berridge, 1984). Sin embargo, exosten

evidencias de que la activación de estos receptores también aumenta la formación de AMP

cíclico (Johnson y Minneman, 1987).

I

I
En vista de los efectos observados para la tacrina sobre la acumulación de AMP cíclico •

acoplada al adrenoceptor ñ, nos propusimos discernir si esta acción era específica para estos ™

I

I
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receptores o bien se trataba de un efecto más inespecífico sobre la acumulación de AMP

cíclico.

En nuestro modelo experimental observamos que la incubación durante 10 minutos de los

miniprismas procedentes de corteza cerebral e hipocampo de animales jóvenes y en

condiciones de inhibición de la adenilato ciclasa, con concentraciones crecientes de

noradrenalina producía un aumento de la acumulación de AMP cíclico. En este caso, y al

contrario de lo que sucedía cuando la estimulación tenía lugar a través del receptor 8-

adrenérgico, los niveles alcanzados fueron significativamente más elevados (p< 0.001) en

corteza cerebral que en hipocampo. Estos datos son coincidentes con los resultados obtenidos

por Jonhson y Minneman (1987), en los que se observó que la respuesta del AMP cíclico a

la activación a,-adrenérgica en el hipocampo es .mínima o nula. Por otra parte, esta

disparidad en la actividad adenilato ciclasa acoplada al adrenoceptor a, podría sugerir la

presencia de diferentes subtipos del adrenoceptor en cada una de las estructuras anatómicas.

En esta situación, la preincubación durante 10 minutos con tacrina 1 ¿tM no alteró las curvas

concentración-respuesta de la formación de AMP cíclico tras la estimulación de los

adrenoceptores a, con noradrenalina.

El hecho de que este fármaco no modifique en absoluto la respuesta de la adenilato ciclasa

a la activación «,-adrenérgica, nos hace pensar que los efectos de la tacrina sobre la

acumulación del AMP cíclico tienen lugar a través de una acción específica sobre el sistema

6-adrenérgico. Estos resultados, además apoyan la implicación de la neurotransmisión B-

adrenérgica en las mejorías cognoscitivas producidas por la tacrina.

Por último, y dado que la estimulación aj-adrenérgica produce mayoritariamente la

formación de fosfatos de inositol, como segundo mensajero, se estudió si la tacrina podía

modificar esta respuesta funcional.

En este caso la incubación con noradrenalina de los miniprismas de corteza cerebral e

hipocampo, premarcados con [3H]-inositol dio lugar, como era de esperar, a un aumento
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Isignificativo de los niveles de fosfatos de inositol. En este caso el pretratamiento de los

tejidos con tacrina 1 ¿tM tampoco indujo modificaciones en la acumulación del segundo

mensajero, si bien en ambos casos pudo observarse un ligero aumento en la acumulación de •

fosfatos de inositol, tras la incubación con tacrina. Este incremento encajaría con los estudios ™

de Perry y cois (1988) que observaron que la tacrina tendía a aumentar la hidrólisis de •

fosfoinosítidos en corteza cerebral humana. !

i

La ausencia de efectos de la tacrina sobre la acumulación de fosfatos de inositol y sobre la

estimulación de la formación de AMP cíclico tras la estimulación «,-adrenérgica permite •

descartar una actividad sobre estos receptores. Asimismo, estos datos sugieren que la

efectividad de la tacrina para producir mejorías sobre los procesos de consolidación de I

memoria reciente puede tener un componente adrenérgico, si bien, éste será específico de los

receptores fi. I

En conclusión, el perfil farmacológico de la tacrina, un fármaco potencialmente útil en el •

tratamiento de las deficiencias cognoscitivas asociadas al envejecimiento y procesos I

patológicos asociados, es muy complejo y puede abarcar acciones no sólo referidas a •

mejorías del sistema colinérgico.

II
Los resultados obtenidos junto con otros estudios que demuestran que la alteración de la

funcionalidad del adrenoceptor fi puede afectar las funciones cognoscitivas apoyan la idea de |

que el sistema de neurotransmisión 8 adrenérgico juega un papel crucial pero complejo, en • ¡

los procesos de memoria y aprendizaje, de forma que parece existir una convergencia en un | !

mecanismo común para mejorar los déficits cognoscitivos asociados al envejecimiento que —

se centra en el sistema 8 adrenérgico a nivel hipocámpico. Esto sugiere que el equilibrio •

correcto de este sistema de neurotransmisión y de su respuesta a nivel intracelular es crucial _

para el mantenimiento de un correcto procesamiento de la información en los procesos de •

consolidación de la memoria a corto plazo. Más aún, cada vez existen más datos a favor de •.

una interrelación entre los sistemas noradrenérgico y colinérgico en el sistema nervioso *¡

central, y se ha sugerido que la interrelación entre los sistemas colinérgico y noradrenérgico •

centrales estaría implicada en procesos de plasticidad neural y de memoria y aprendizaje. *

I

I
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La demonstración de la existencia de marcadas alteraciones en sistemas de neurotransmisión

catecolaminérgicos y peptidérgicos con el envejecimiento ha desarrollado un interés cada vez

mayor en farmacoterapias no restringidas a la mejoría de la neurotransmisión colinérgica para

restablecer la función cognoscitiva. Así pues, la acción de la tacrina sobre la actividad

adenilato ciclasa acoplada a la activación del adrenoceptor fi parece depender de un efecto

directo sobre la actividad de alguno de los componentes de este sistema de transducción de

señal. Tal efecto no parece depender de la interacción de la tacrina con la subunidad

catalítica ni de la acción directa del derivado de la 4-aminopiridina sobre el adrenoceptor 6.

El efecto de la tacrina puede estar parcialmente relacionado con la influencia indirecta del

sistema colinérgico, si bien tal influencia no se manifiesta en todas las regiones estudiadas.

Resulta sin embargo sorprendente que en aquellas regiones en las que el componente

colinérgico parece existir, los efectos de la tacrina sobre la formación de AMP cíclico

acoplado al adrenoceptor 6 no son reproducibles mediante otro potente anticolinesterásico

como es la físostigmina. Ello podría ser quizá debido a la acción diferencial de ambos

compuestos sobre otros componentes de la neurotransmisión colinérgica como la capacidad

de la tacrina, no compartida por la físostigmina de interactuar de forma alostérica con los

receptores muscarínicos centrales.
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1. La administración de tacrina inmediatamente después del entrenamiento, mejoró la

retención de las ratas adultas en la prueba de evitación pasiva de un único ensayo.

2. Dado el protocolo de inyección utilizado, la tacrina modificó únicamente el proceso de

consolidación de la memoria pero no la adquisición del hábito aversivo.

3. A nivel neuroquímico, la inyección intraperitoneal de tacrina redujo la formación de AMP

cíclico en condiciones básales, pero este efecto no se obtuvo en animales adultos tras la

inhibición de la fosfodiesterasa. Por tanto, la tacrina podría ejercer su acción sobre los

procesos de degradación del AMP cíclico, cuando éstos están alterados como sucede en el

envejecimiento.

4. La tacrina disminuyó la formación de AMP cíclico tras la activación de la adenilato ciclasa

a nivel del adrenoceptor fi con isoprenalina en todos los grupos experimentales, revelando

una acción sobre el sistema de transducción acoplado al mismo.

5. El efecto de la tacrina sobre la formación de AMP cíclico ligada a la activación del

adrenoceptor fi fue reproducible en estudios in vitro.

6. La reducción de la actividad adenilato ciclasa acoplada al adrenoceptor fi no parece

depender de la interacción directa del derivado de la 4-aminopiridina con este receptor, ya

que el pretratamiento con tacrina produce un desplazamiento no paralelo hacia la derecha de

la curva concentración-respuesta de la acumulación de AMP cíclico tras la estimulación con

isoprenalina. Esto se confirma además con los experimentos realizados en la preparación de

conducto deferente aislado de rata, donde el efecto es el mismo.

7. Asimismo, el efecto de la tacrina no se puede adscribir a una interacción con la subunidad

catalítica del complejo adenilato ciclasa, ya que la tacrina no modificó la curva de

estimulación de la formación de AMP cíclico obtenida con forskolina.
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8. Cuando se analizó la existencia de un posible componente colinérgico en la acción de la

tacrina, se observó que ni la facilitación de la neurotransmisión colinérgica mediante un

potente anticolinesterásico, como es la físostigmina ni el bloqueo de receptores muscarínicos

mediante atropina fueron capaces de producir in vitro ninguna modificación en la

acumulación de AMP cíclico.

9. A nivel hipocámpico el efecto de la tacrina sobre el sistema de transducción acoplado al

adrenoceptor 8 podría depender parcialmente de su efecto sobre el sistema colinérgico ya que

la atropina lo previene parcialmente.

10. Sin embargo, no parece ser consecuencia simplemente de su actividad anticolinesterásica

puesto que por una parte no es reproducible con físostigmina y por otro lado no es

potenciado por la combinación de ambas sustancias.

11. Así pues, el posible componente colinérgico en la acción de la tacrina sobre el sistema

de transducción acoplado al adrenoceptor 6 parece depender de su acción directa sobre

receptores muscarínicos, más que de su acción como inhibidor de la colinesterasa a nivel

hipocámpico, mientras que el componente colinérgico no es evidenciable en corteza cerebral.
?

12. La tacrina no ejerce ningún efecto sobré los receptores a-adrenérgicos, como se

evidencia por la ausencia de modificaciones en la formación de los segundos mensajeros

acoplados a este receptor.

13. En conclusión, la eficacia terapéutica de la tacrina, probablemente no se deba únicamente

a sus propiedades anticolinesterásicas, sino que pueda depender de acciones neuroquímicas

diversas a nivel central, entre las que podría encontrarse un efecto sobre el sistema de

transducción acoplado al adrenoceptor 8. Por otro lado nuestros resultados apoyan la

participación del adrenoceptor 8 en los procesos de memoria reciente y sugieren que el

sistema adenilato ciclasa acoplado a este receptor pudiera ser un eslabón primario en la

cadena de eventos neuroquímicos que se activan en el hipocampo tras la experiencia

novedosa.
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