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1. INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

A partir de 1976 se inicia en nuestro laboratorio una variante de la linea de
investigacion que desde 1970, se ocupa de estudiar el efecto de farmacos
psicotropicos sobre el metabolismo oxidativo de tejido cerebral de rata "in vitro".

La nueva linea de trabajo se interesa por el efecto de los farmacos
psicoanalépticos, habiéndose estudiado las siguientes sustancias: Iproniacida,
Pargilina, Tranilcipromina (Gonzalez, 1976), Anfetamina (Gonzélez y col.,1977, 1978,
1979, 1980, 1982), Dibencepina (Velasco y col.,1977), Maprotilina (Gonzélez y
col.,1978), Mianserina, Viloxacina, (Duefias y col.,1983), Doxepina (Garcia y
col.,1985), Amoxapina (Velasco y col.,1985; 1989).

Los farmacos con actividad estimulante del Sistema Nervioso Central suelen
incrementar el consumo de oxigeno de tejido cerebral de rata "in vitro", aunque no
siempre se puede establecer correlacion positiva significativa entre ambos
fendmenos. Por otra parte, muchos farmacos estimulantes del Sistema Nervioso
Central interfieren con el metabolismo de los neurotransmisores cerebrales y, en
particular, con el de las catecolaminas, hasta el punto de haberse propuesto que
estas modificaciones jugasen un papel importante en la accién psicotrdpica
(Scanberg y col.,1967).

En el presente trabajo se va a estudiar el efecto del clorhidrato de tiaprida
(derivado benzamidico con efecto neuroléptico atipico) sobre el metabolismo oxidativo
de cerebro de rata "in vitro".

Un antecedente inmediato de este estudio es el trabajo titulado de investigacion
presentado por Juan Carlos Rodriguez-Mayo en 2001 y pendiente de publicacién, que
analizd la interaccion entre dopamina y algunos neurolépticos tipicos y atipicos
(haloperidol, tiotixeno, loxapina, clozapina, clotiapina y droperidol) sobre el consumo
de oxigeno de cortes de cerebro de rata "in vitro".

El consumo de oxigeno (QO,) se determina en cortes, homogeneizados y
mitocondrias de cerebro de rata "in vitro" mediante la técnica manométrica directa de
Warburg (Umbreit y col.,1972). Se empleardn cortes, homogeneizados vy
mitocondrias. La utilizacion de homogeneizados tiene como finalidad determinar el
papel que desempeia la membrana celular intacta. Los cortes de cerebro de rata se
incuban en solucion de Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 con glucosa 10 mM, Krebs con
potasio 105 mM con o sin calcio y Krebs en el que se ha sustituido el cloruro de sodio
por cloruro de colina.

El homogeneizado al 10 por ciento se incuba con piruvato, malato, iones
magnesio, adenosin trifosfato (ATP) en sacarosa 0.15 M.

En este trabajo también se estudian las interacciones de tiaprida sobre las
modificaciones del metabolismo oxidativo cerebral inducidas "in vitro" por dopamina,
histamina y serotonina.
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Teniendo en cuenta que la glucosa es el principal sustrato del tejido cerebral se ha
procedido al estudio de las modificaciones que en su consumo pudiera inducir el
clorhidrato de tiaprida, empleando el método especifico de la glucosa-oxidasa (Sols. y
de la Fuente, 1957).

También se estudia el efecto del clorhidrato de tiaprida sobre la fosforilacion
oxidativa mitocondrial de cerebro de rata "in vitro" empleando el proceder de Brody y
Bain (1952) modificado por Kadembach y Lihrs (1961).

La actividad ATPasa sodio-potasio dependiente y magnesio dependiente no
sensible a ouabaina se determina mediante el proceder de Wu y Phillis (1979-1981).

Los resultados se expresan mediante tablas como valores medios +/_ el error

estandar de la media; el contraste estadistico se realiza mediante un t-test para datos
no apareados.

El desarrollo de esta Tesis Doctoral es como sigue:
1. Breve introduccion sobre la farmacologia sistematica del clorhidrato de tiaprida.
2. Objetivos.
3. Material y métodos.
4. Resultados y discusion.
5. Conclusiones.
6. Resumen.

7. Bibliografia ordenada alfabéticamente.

Valladolid a veinte de Junio de 2009

Fd° Juan Ramon Torrecilla Garcia-Ripoll



2. ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA: FARMACOLOGIA
SISTEMATICA DEL CLORHIDRATO DE TIAPRIDA



RECEPTORES DOPAMINERGICOS EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL:
DISTRIBUCION, CLASIFICACION Y MECANISMOS DE TRANSDUCCION

La dopamina se encuentra en el sistema nervioso central localizada en el cuerpo
estriado, sistema limbico, hipotalamo,etc. Se conocen las siguientes vias
dopaminérgicas: el sistema nigroestriatal relacionado con la funcibn motora
extrapiramidal es el mas importante cuantitativamente, se origina en la parte
compacta de la sustancia negra (region A9) e inerva el neoestriado (caudado y
putamen), el 80 por ciento de la dopamina cerebral se encuentra en el estriado; el
sistema mesocortical se origina en neuronas mediales de la sustancia negra
inervando de forma difusa el cortex limbico (I6bulo prefrontal, medial, cingulo y areas
entorrinales), el sistema mesolimbico se origina en el tegmento ventral (areas A8 y
A10) e inerva estructuras limbicas (septo, tubérculo olfatorio, nucleus accumbens,
amigdala y cortex piriforme) e interviene en los procesos mentales; el sistema
tuberoinfundibular relacionado con la regulacién hipotalamo hipofisaria y vias
dopaminérgicas cortas y ultracortas como la via incertohipotalamica que conecta el
hipotalamo dorsal y posterior con los ndcleos laterales septales, hay pequefias vias
en el ntcleo motor dorsal del vago, nucleo del tracto solitario, retina y sustancia gris
periacueductal. Se detecta su presencia por bioensayos, espectofotofluorimetria,
fluorescencia histoquimica, inmunocitoquimica, etc. Y puede localizarse
intracelularmente por microscopia electronica y autorradiografia. La técnica de
tomografia por emisién de positrones proporciona finalmente la posibilidad de analizar
“in vivo” el estado de determinados neurotransmisores en el ser humano. En cuanto a
los receptores de las técnicas de fijacion de ligandos marcados han permitido detectar
y cuantificar los lugares de reconocimiento; la técnica ha mejorado notablemente al
desarrollar los meétodos autorradiograficos “in vitro” , que permiten una mejor
visualizacion y la cuantificacion mediante aplicacion de sistemas de computarizacion.

BIOSINTESIS

La biosintesis de la dopamina se realiza a partir del amino&cido tirosina, siendo
comun con la de la noradrenalina de la que es un precursor. La dopamina se
incorpora a la vesicula sinaptica donde es retenida. Este proceso de incorporaciéon a
la vesicula es bloqueado por la reserpina y la tetrabenacina, farmacos que también
producen deplecién del contenido de noradrenalina y serotonina en la terminacién
nerviosa.

ALMACENAMIENTO

Al igual que la noradrenalina, la dopamina se almacena dentro de las vesiculas
sindpticas, donde esta protegida de la deaminacién intraneuronal, se supone que al
igual que ocurre con la noradrenalina existen varios tipos de depositos. La reserpina 'y
la tetrabenacina interfieren con el almacenamiento de la dopamina. En el sistema
dopaminérgico se presenta el fendmeno de cotransmision, por ejemplo la
colecistoquinina o colecistocinina y la neurotensina aparecen como cotransmisores en
las neuronas dopaminérgicas del sistema mesolimbico y del nucleus arcuatus
respectivamente.
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LIBERACION
La dopamina se libera por un proceso de exocitosis calcio dependiente. La
anfetamina y la amantadina favorecen la liberacién de dopamina. La liberacién de
dopamina es inhibida por el acido gamma aminobutirico (GABA), encefalinas y
endorfinas.

RECEPTORES DOPAMINERGICOS CLASICOS

Segun Ketabian y Calne existirian dos tipos de receptores: Receptores D1 y D2
Los receptores D1 se relacionan con una adenilciclasa sensible a dopamina y su
activacion se acomparfa de un incremento en la sintesis de 3'-5" AMP ciclico. Los
representantes de este tipo de receptores mas caracterizados mediante estudios
experimentales se encuentran en las células aisladas de paratiroides bovina y su
estimulo ocasiona liberacién de parathormona. Los receptores D2 inhiben la adenil
ciclasa o bien estan asociados con mecanismos de transduccion diferentes, como
inhibiciébn de la hidrdlisis de fosfatidil inositol, inhibicion de canales de calcio o
activacion de canales de potasio y se sitian al nivel de las células de la
adenohipdfisis. Su activacion produce entre otros efectos inhibicion de la secrecion
de prolactina.

Existen ademas algunas diferencias farmacoldgicas entre ambos tipos de
receptores, que pueden ser Utiles para diferenciarlos. Por ejemplo la dopamina, la
apomorfina y sobre todo los alcaloides del cornezuelo de centeno (10 veces mas
potentes que la dopamina) se comportan como agonistas muy selectivos de los
receptores D2, siendo activos en concentraciones de rango nanomolar, mientras
gue la afinidad en los receptores D1 es mucho menor para la dopamina (en el rango
micromolar), la apomorfina se comporta como agonista parcial y la bromocriptina
con el antagonista de los receptores D1.

Los neurolépticos clasicos o tipicos (clorpromacina o haloperidol entre otros) se
comportan como antagonistas de la dopamina en ambos tipos de receptores ya
gue en administracibn aguda provocan un fuerte incremento del turnover o
velocidad de recambio de la dopamina a nivel presinaptico que se manifiesta en un
aumento de la velocidad de sintesis de la dopamina y mayor formacién de sus
metabolitos, aunque tras la administracion crénica aparece tolerancia a este efecto,
pero se presenta un fendmeno de hipersensibilidad ocasionado por un aumento en
el numero de receptores D2 postsinapticos, que no es perceptible por la accién
bloqueante del neuroléptico, pero esta hipersensibilidad dopaminérgica puede
explicar el fenémeno de discinesia tardia que tiene lugar tras la administracion
continuada de neurolépticos. Se han hallado algunos farmacos que bloguean mas
selectivamente los receptores del tipo aD2, como sulpirida, metoclopramida,
molindona y probablemente tiaprida.

En cuanto a la significacion fisiologica y las implicaciones fisiopatolégicas de la
existencia de los distintos tipos de receptores dopaminérgicos, la especulaciéon es
mucho mayor: los receptores D1 se han puesto en relacién con la vasodilatacion
renal producida por la dopamina, mientras que los receptores D2 serian los
mediadores de los conocidos efectos de la bromocriptina: inhibicion de la liberacion
de prolactina o reducciébn de la secrecion de hormona del crecimiento por
adenomas de hipdfisis. Segun otras hipétesis, serian también estos receptores D2
los implicados en las alteraciones bioquimicas de la esquizofrenia o de la
enfermedad de Parkinson. Al nivel de los ganglios basales los receptores del tipo
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D2 parecen predominar entre los autorreceptores presinapticos regulando por
ejemplo la liberacion de dopamina por la via nigroestriatal o de acido glutamico en la
via corticoestriatal.
Por otra parte la existencia en el sistema nervioso central de dos tipos de receptores
dopaminérgicos funcionalmente distintos, puede ayudar a comprender los efectos
toxicos de algunos farmacos. El caso més discutido en la actualidad es la aparicion
de una discinesia tardia producida por los neurolépticos antagonistas de la
dopamina, que resulta ser clinicamente muy similar a la discinesia que puede
aparecer en el curso del tratamiento prolongado de la enfermedad de Parkinson con
L-dopa, y que por tanto tendrian una patogenia diametralmente opuesta.

NUEVOS RECEPTORES DOPAMINERGICOS

A los tradicionales receptores dopaminérgicos D1 y D2 hay que afiadir los recién
caracterizados muy D3, D4 y D5, pero que se han aislado y categorizado por lo
menos cinco genes que codifican subtipos de receptores de dopamina como de los
tipos D1 o D2, segun sus secuencias de nucleotidos y el margen farmacolégico de
las proteinas expresadas. Los receptores del tipo D1 incluyen al D1 y al D5, en
tanto que los receptores del tipo D2 incluyen las dos isoformas del D2 (diferentes en
la longitud de su tercera asa citoplasmica), D2 corta designada (D2s) y el D4. Hay
variaciones regionales en su localizacién, diferencias en su actividad eléctrica
espontanea, diferente afinidad por agonistas y antagonistas, circuitos reguladores
excitadores e inhibidores multisinapticos dopaminérgicos y no dopaminérgicos y
mecanismos de cotransmision, todo lo cual hace que sea dificil la interpretacion de
los resultados. Los neurolépticos o antipsicoticos clasicos (clorpromacina,
haloperidol, etc.) se caracterizan por ser antagonistas competitivos de los
receptores dopaminérgicos, aunque también actlian sobre receptores de otros
neurotransmisores (adrenérgicos, muscarinicos, serotoninérgicos, sigma, ect.). El
bloqueo diferencial de los receptores D2, D3 y D4 podria ser la causa del perfil
especifico de algunos antipsicoticos. Asi la clozapina deberia su perfil de
neuroléptico atipico a su clara preferencia por los receptores D4 del cortex pre
frontal. En resumen los neurolépticos actian bloqueando los receptores D2 y sus
dos isoformas D3 y D4. Estos subtipos difieren en su localizacién cerebral, pero el
D2, con su amplia distribucion, seria el responsable tanto del efecto antipsicotico
como de los efectos neuroldgicos o endocrinos de la mayoria de los neurolépticos
disponibles hasta ahora. El bloqueo selectivo de los receptores dopaminérgicos D3
produciria una disminucion de la actividad dopaminica s6lo en algunas areas del
sistema limbico, lo que podria ser beneficioso para los componentes emocionales y
cognitivos de la esquizofrenia. Por otra parte, como en el estriado y la hipdfisis estos
receptores son poco abundantes, los antagonistas especificos carecerian de
efectos extrapiramidales y endocrinos. El caso de los D4 es menos claro, ya que a
pesar de que algunos antipsicéticos atipicos como la clozapina y la olanzapina se
fijan preferentemente a estos receptores, se desconoce exactamente su distribucion
y significado fisiopatoldgico.

INACTIVACION DEL NEUROTRANSMISOR

Al igual que en el caso de la noradrenalina, existen dos mecanismos fundamentales
de inactivacion: a) uno fisiolégico o de incorporacién a la terminacion nerviosa por



9
un mecanismo de transporte activo que requiere energia. La anfetamina, cocaina,
nomifensina, amineptina, bupropién y benzotropina blogquean la terminacion
nerviosa. b) inactivacion enzimatica que puede ser intra o extra neuronal. La enzima
catecol - O - metiltransferasa (COMT) inactiva a la dopamina por metilacion en uno
de los hidroxilos fendlicos en la vecindad del receptor. La monoaminooxidasa
(MAO) se encuentra en la membrana externa de las mitocondrias, inactiva a la
dopamina libre en el citoplasma formandose el acido dihidroxifenilacético (DOPAC)
que al ser atacado por la catecol - O - metiltransferasa origina el &cido homovanilico
(HVA), metabolito final de la dopamina.

FUNCIONES DE LA DOPAMINA EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Se conoce muy bien la importancia de la dopamina en el sistema nervioso central,
asi por ejemplo: la via nigroestriatal esta relacionada con el control del movimiento,
degenera en la enfermedad de Parkinson por lo que en su tratamiento se emplean
agonista es dopaminérgicos. Muchos bloquean desde receptores dopaminérgicos
se comportan como anti psicéticos por lo que se especula con que en la
esquizofrenia pudiera haber una hiperfuncién de las vias mesolimbica, mesocortical
o de ambas; en el apartado de receptores dopaminérgicos se ha discutido
ampliamente el mecanismo de accién de los neurolépticos tipicos o clasicos y de los
neurolépticos atipicos. Los mecanismos dopaminérgicos (presumiblemente
mediados por estas mismas vias) parecen estar implicados en los fendmenos de
auto estimulacién intracraneal en los cuales el animal de experimentacion presiona
espontaneamente una palanca que desencadena estimulos eléctricos a través de
un electrodo que le ha sido colocado en determinadas zonas del cerebro (zonas de
autoestimulacion) que estan relacionadas con inervacion dopaminérgica (si bien la
noradrenalina también ha sido implicada en este tipo de fendmenos). Parece ser
gue un mecanismo similar podria participar en el mecanismo por el que
determinados farmacos son adictégenos: algunos farmacos que producen
dependencia son claramente dopaminomiméticos (cocaina y anfetamina) y otros
gue no lo son directamente, como los propios opiaceos, perdieran serlo
indirectamente. A partir del trabajo de Kuschinsky "¢esta mediatizada la
dependencia fisica de opioides por mecanismos dopaminérgicos en el estriado?"
Publicado en 1981 en Trends Pharmacological Sciences, la comunidad cientifica
internacional interesada en el estudio de los procesos adictivos empezd no sin
cierta sorpresa y escepticismo inicial, a contemplar al sistema de neurotransmision
dopaminérgico como el eslabdn clave en la génesis y mantenimiento de los cuadros
de dependencia de sustancias quimicas. Muchos afios después, la relevancia del
sistema de neurotransmision dopaminérgica en los trastornos por abuso y
dependencia de drogas ha podido ser bien establecida a partir de los resultados
obtenidos en cuatro lineas de investigacion:

1. La progresiva identificacion del sistema de neurotransmision dopaminérgica como
el principal sustrato neuroquimico de los circuitos cerebrales especificos que
mediatizan la recompensa.

2. La constatacion de que la mayoria de las sustancias psicoactivas poseen
propiedades de reforzador positivo, determinantes en el consumo patologico, que
estan mediatizadas por los circuitos cerebrales de recompensa.

3. El hallazgo de que todas las sustancias objeto de abuso y dependencia tienen un
doble efecto sobre el sistema dopaminérgico: en administracion aguda facilitan la
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transmision dopaminérgica y en administracion cronica supersensibilizan los
receptores dopaminérgicos de las areas mesoestriatales.
4. La descripcion de que la participacion de otros sistemas de neurotransmision
(opioide, glutamatérgico, serotoninérgico, noradrenérgico y gabaérgico) en las
propiedades gratificantes de las sustancias objeto de abuso y dependencia,
presenta en comun la interaccion con el sistema dopaminérgico en las areas
cerebrales implicadas en los procesos de recompensa. La via tuberoinfundibular es
importante pues controla la secrecion de diversas hormonas hipofisarias
especialmente de prolactina la cual inhibe de forma ténica y de hormona de
crecimiento la cual (aunque no en todas las circunstancias) estimula. La dopamina,
catecolaminas con efecto beta adrenérgicos y la serotonina son neurotransmisores
hipotalamicos con accién inhibidora sobre la ingesta. El lugar mas sensible a la
accion de la dopamina parece ser la region lateral perifornical del hipotalamo, donde
ejerce una accion consistente en interrumpir la ingestion de comida; por el contrario
el bloqueo de receptores dopaminérgicos a este nivel estimula la ingestion de
comida y origina aumento de peso. Cabe citar también, que la dopamina esta
relacionada con el control central del vomito actuando a través de receptores
situados en la "zona gatillo quimioreceptora" en la vecindad del suelo del cuarto
ventriculo, aunque la procedencia (neuronal o no) de la dopamina que actla sobre
ellos no es bien conocida. En todo caso bastantes farmacos bloqueantes de
receptores dopaminérgicos (ortopramidas, domperidona, etc) son antieméticos
eficaces. La dopamina incrementa el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de
rata "in vitro" por estimular la actividad ATPasa de membrana sodio potasio
dependiente. Este incremento del consumo de oxigeno cerebral inducido por la
dopamina es abolido por numerosas sustancias(ouabaina, fenoxibenzamina,
oxprenolol, pimocida, tiaprida, clozapina, clotiapina, lozapina, tiotixeno y algunos
farmacos antidepresivos). Se ha tratado de relacionar la actividad ATPasa de
membrana sodio potasio dependiente con el receptor alfa adrenérgico, y se ha
demostrado una potente inhibicion del actividad de esta enzima, "in vitro" e "in vivo"
para blogueantes de adrenoreceptores alfa como la fenoxibenzamina. Sin embargo
hoy dia se admite un mecanismo no especific6 para explicar la acciéon de los
farmacos adrenérgicos sobre la actividad ATPasa de membrana sodio potasio
dependiente.

2. FARMACOLOGIA SISTEMATICA DEL CLORHIDRATO DE TIAPRIDA

El clorhidrato de tiaprida es un neuroléptico atipico perteneciente al grupo de las
benzamidas u ortopramidas del que también forman parte otras sustancias como la
sulpirida y la sultoprida. La tiaprida se comporta como neuroléptico de baja potencia
antipsicética, accidon sedante y escasos efectos no deseados. Se utiliza
preferentemente en la deprivacion alcohdlica, también como antiemético y en
discinesias.

2.1. Origen y Quimica

La tiaprida es un farmaco de origen sintético. Quimicamente es la N-(2-
(Dietilaminoetil)-2-metoxi-5-(metilsulfonil) benzamida. Su férmula empirica es
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C1sH24N204S (Figura 1) con un peso molecular de 328.43. Se presenta al estado de
clorhidrato siendo su peso molecular de 364.9. Se presenta en forma de polvo blanco,
cristalino, muy soluble en agua, soluble en metanol, una solucion al 5% en agua tiene
un pH comprendido entre 4 y 6. Su formula desarrollada se presenta en la figura 1.

2.2. Farmacocinética

La tiaprida se absorbe rapidamente tras su administracion por via oral y la
concentracion plasmatica maxima se consigue después de 1 a 2 horas, siendo su
biodisponibilidad oral del 75%; administrada por via intramuscular alcanza el acmé
plasmatico al cabo de 30 minutos. No se une apenas a las proteinas plasméticas. Se
metaboliza en el higado en escasa proporcion. Se ha descrito una semivida de
eliminacion plasmética de 3 a 4 horas. Basandose en los estudios de laboratorio se
cree que se distribuye en la leche materna. (Roos, 1986).

2.3. Farmacodinamia

La tiaprida al igual que la sulpirida es un antipsicotico atipico que bloquea
especialmente receptores dopaminérgicos D, y D3 con escasa afinidad por los
receptores D; y D4, histaminoceptores H;, adrenoceptores alfa; y alfa, y
triptaminérgicos (Scatton y col.,2001; George y col.,1998; Lucht y col.,2001; Cohen y
col.,1998). La tiaprida posee ligera actividad antiemética, sedante y bloqueante de
adrenoceptores alfa. Su actividad anticolinérgica es practicamente nula. Estimula la
produccién de prolactina.

La tiaprida es poco cataleptigena (Matsui y col.,1998; Navarro y col.,1998; Cavas y
Navarro, 2002). Al igual que otros neurolépticos atipicos, la tiaprida disminuye la
agresividad en roedores (Navarro y Manzaneque, 1997).

2.4. Efectos no deseados. Toxicidad

La tiaprida puede producir muy frecuentemente: somnolencia, sedacion;
frecuentemente: sequedad de boca, visidn borrosa, retencion urinaria, estrefiimiento;
ocasionalmente: galactorrea, amenorrea, ginecomastia, mastalgia, incremento o
disminucion de la libido, hipotension ortostatica, taquicardia, bradicardia, arritmias,
colapso, ictericia colostatica, eosinofilia, leucopenia transitoria, foto dermatitis,
urticaria, erupciones, angioedema, insomnio, mareos e ileo paralitico y muy
raramente: sintomas extrapiramidales (parkinsonismo, acatisia y distonia (Arai, 2000),
agranulocitosis, sindrome neuroléptico maligno, retinopatia pigmentaria vy
convulsiones.

Con tiapridal, igual que ocurre con otros neurolépticos atipicos como el sertindol,
se ha descrito alargamiento QT y torsades de pointes ((lglesias y col.,2000).

2.5. Contraindicaciones. Precauciones e Interacciones
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La tiaprida no debe administrarse en sujetos alérgicos a las benzamidas ni en el
feocromocitoma. Conviene tomar precauciones en la epilepsia, insuficiencia hepatica,
enfermedad de Parkinson, trastornos cardiovasculares (fendmeno de torsades de
pointes), tomando tiaprida no se aconseja conducir ni manejar maquinaria peligrosa.
No emplear en embarazo y lactancia. Entre sus interacciones conviene destacar que
potencia los efectos del etanol y otros depresores del Sistema Nervioso Central,
antagoniza los efectos antiparkinsonianos de la levodopa e incrementa los niveles
plasmaticos de prolactina.

2.6. Aplicaciones terapéuticas

La tiaprida es un derivado de la benzamida con propiedades generales similares a
las de la sulpirida. Se emplea fundamentalmente en la deprivacién alcohdlica (Swift,
1999; Dose y Lange, 2000): una de las primeras revisiones mostrdé que el empleo de
la tiaprida en el sindrome de abstinencia aguda al alcohol estaba probablemente
limitado por el hecho de que los pacientes con riesgo de sufrir reacciones graves
requerian también un tratamiento para el control de las alucinaciones y las
convulsiones. Después de la deshabituacion, la tiaprida parece aliviar ligeramente la
ansiedad, mejora el sindrome de abstinencia y la conducta del alcohdlico y facilita la
reintegracién en la sociedad. Sigue siendo Util su uso con carbamazepina. También
se emplea en neurosis de ansiedad, en los tics nerviosos, corea de Huntington,
discinesias y otros movimientos anormales, sindrome de Gilles de la Tourette,
nauseas y vomitos (Gutzman, 1997; Roos, 1982; Deroover, 1984; Peters y Faulds,
1994, Shaw, 1994; Jiménez y Garcia, 2001; Franz y col.,2001; Robert y Allain, 2001;
Heun y col.,2001; Robertson y Stern, 2000; Dose y lange, 2000; Toren y col.,1998).
La tiaprida se utiliza en la agitacion y agresividad de ancianos con déficit cognitivo
(Allain y col.,2000; Patat y col.,1999; Roger y col.,1998; Tsolaku, 2001). En el
tratamiento de la discinesia tardia inducida por los antipsicéticos, la mejoria que
produce el uso de la tiaprida, al igual que con el resto de antipsicéticos, puede ser
sOlo breve.

2.7. Preparados. Vias de administracion. Posologia

La tiaprida se administra habitualmente en forma de hidrocloruro en el tratamiento de

trastornos del comportamiento y para tratar las discinesias. Las dosis se expresan
referidas a la tiaprida base; 222,2 mg de hidrocloruro de tiaprida equivalen
aproximadamente a 200 mg de tiaprida. Se administran dosis de 200 a 400 mg al dia
por via oral, aunque se han utilizado dosis diarias mayores, especialmente para el
tratamiento de las discinesias. El hidrocloruro de tiaprida se ha administrado también
por via intramuscular o intravenosa.

El clorhidrato de tiaprida se presenta en comprimidos de 100 mg, en solucion
conteniendo 12 mg/ml y en inyectables de 100 mg/2ml.

La posologia habitual para un adulto es de 50-100 mg cada 8 horas por via oral
pudiendo incrementarse hasta una dosis maxima de 200 mg cada 6 horas (800
mg/dia).
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3. OBJETIVOS

Siguiendo la linea de nuestro Departamento , el presente estudio pretende
completar el perfil farmacodindmico del clorhidrato de tiaprida, derivado benzamidico
con efecto neuroléptico atipico investigando sus efectos sobre el metabolismo
oxidativo cerebral (consumo de oxigeno, consumo de glucosa, fosforilacién oxidativa
mitocondrial y actividad ATPasa cerebral) y su interacciéon con dopamina, histamina y
serotonina en cortes de cerebro de rata "in vitro".

Se tratara de establecer el tipo de antagonismo existente entre tiaprida y dopamina
sobre el consumo de oxigeno cerebral y determinar parametros cuantitativos si es
posible. La actividad antagonista de tiaprida sera medida calculando la concentracién
inhibitoriasg y su logaritmo cambiado de signo el pD',.

El consumo de oxigeno se determina en cortes, homogeneizados y mitocondrias
de cerebro de rata, con objeto de establecer el papel de la membrana celular. Se
determina también el consumo de oxigeno ligado a la actividad ATPasa de membrana
sodio-potasio dependiente de acuerdo con el proceder de Gubitz y col.,(1977), la
actividad ATPasa, la fosforilacion oxidativa mitocondrial y el consumo de glucosa.

Los resultados obtenidos se compararan con los proporcionados por la sulpirida,
analogo estructural benzamidico estudiado previamente en nuestro Laboratorio junto
con los resultados obtenidos con neurolépticos tipicos y atipicos también estudiados
en nuestro Laboratorio.
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4. MATERIAL'Y METODOS

4.1. Determinacion del Consumo de Oxigeno (QOy)

Para esta determinacién se ha recurrido a la técnica manométrica (Umbreit y
col.,1972), utilizando un aparato de Warburg Braun modelo circular a 37° C con
oscilacion constante de 100/minuto, realizando las lecturas por el método directo,
cada 15 minutos durante una hora. En el pocillo central de cada frasquito de Warburg
se afiadieron 0.2 ml de hidréxido sodico al 40 por ciento para absorber el diéxido de
carbono desprendido y para aumentar la superficie de absorcién se introdujo un papel
de filtro plegado. La cantidad de liquido en el frasquito fue de 2.5 ml que junto con el
volumen de hidréxido sédico afiadido hace un volumen total de 2.7 ml. (figura 2).

Cada manémetro corresponde a los dos frasquitos de un nimero de cada una de
las series (cada uno de los frasquitos fue calibrado con el mandmetro
correspondiente), las constantes se relacionan a continuacion.

NUmero Serie A Serie B
1 1.7484 1.8588
2 1.0556 1.0889
3 1.8718 1.8440
4 1.0449 1.8469
5 1.8018 1.6477
6 1.7710 1.7394
7 1.7652 1.7644
8 1.7580 1.6909
9 1.8194 0.9876
10 1.7103 1.8193
11 1.8151 1.1215
12 1.3622 1.8897
13 1.8638 1.6959
14 1.1202 1.1028

Por esta constante resultante de la calibracién, se multiplic6 cada una de las
lecturas, una vez restadas de la lectura inicial y realizada la correccion del manémetro
utilizado como termobarémetro, de lo que resulta el consumo de oxigeno expresado
en microlitros/100 mg de tejido fresco. En ocasiones se puede expresar en
microlitros/100 mg de proteina o en microdtomos/100 mg de proteina.

En todas las experiencias se pusieron 14 mandémetros con los frasquitos
correspondientes y el tejido a estudiar, un mandmetro solo con el medio de
incubacion para recoger las variaciones de presion y temperatura que modifican la
columna barométrica (termobarémetro).

Tras un periodo de calentamiento de 10 minutos para que el contenido del
frasquito tome la temperatura del bafio, se pone a 150 la columna de la rama del
manometro que comunica con el frasquito, realizandose las lecturas posteriores cada
15 minutos.

Se ha utilizado el liguido manométrico de Brodie; la fase gaseosa ha sido aire y
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4.1.1. Homogeneizado de cerebro de rata

Se han utilizado cerebros procedentes de ratas machos, de 150-200 gramos de
peso, muertas por decapitacion; se han homogeneizado con un aparato de Potter-
Elvehjen a 2-4°C, utilizando como medio de suspensién sacarosa 0.25 M tamponada
con buffer de fosfatos 0.1 M pH 7.4 (Romo y col., 1969).

Se ha determinado el consumo de oxigeno de homogeneizados afiadiendo
diversos sustratos (piruvato y malato) y cofactores (iones magnesio y ATP). Cuando
se emplearon homogeneizados con sustratos y adicion de cofactores, las
concentraciones finales de los distintos reactivos en los frasquitos del Warburg fueron
las siguientes:

Sacarosa........cccevvvvvnnniinenns 0.1500 M
Buffer de fosfatos pH 7.4............. 0.0120 M
Malato sodico..........cccceveeeennn. 0.0020 M
Piruvato sodico.............c.ee..... 0.0020 M
Cloruro de magnesio................... 0.0048 M
ATP SOdiCO.......ccovivvereriiieanne 0.0012 M

Las concentraciones de farmaco estudiadas, se exponen en el capitulo de
resultados y se expresa el consumo en microlitros/100 mg de tejido fresco.

4.1.2. Cortes de cerebro de rata

Los cortes se han obtenido utilizando la técnica de Mcllwain & Buddle (1955),
eliminando los nucleos basales y la sustancia blanca. El peso de los cortes oscild
entre 80-120 mg.

Se ha empleado como medio de incubacion la solucion de Krebs-Ringer fosfato pH
7.4 con glucosa 10 mM.

Los farmacos y sus concentraciones finales aparecen en el capitulo de resultados.
4.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ATPasa

4.2.1. Determinacién del consumo de oxigeno correspondiente actividad ATPasa
(Na,K) dependiente en cortes de cerebro de rata "in vitro".

El consumo de oxigeno se determina por el método manométrico directo (ya descrito)
en cortes de cerebro de rata incubados en:

A) Krebs-Ringer fosfato conteniendo: NaCl, 131.8 mM; KCI, 105.4 mM;
MgSO,4, 1.3 mM; Buffer de fosfato sodico pH 7.4, 20 mM y glucosa 12.8 mM
concentraciones finales.
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B) Krebs-Ringer fosfato sin sodio con las mismas concentraciones finales,

sustituyendo el cloruro de sodio por cloruro de colina y el buffer de fosfato sédico por
buffer de fosfato potéasico.

El consumo de oxigeno se expresa en microlitros/100 mg/60 minutos en ambos
medios y se calcula la diferencia entre ellos, medio A con sodio y potasio y medio B
sin sodio que representa el consumo de oxigeno correspondiente a la actividad
ATPasa (Na,K) de membrana (Gubitz y col., 1977).

4.2.2. Determinacion de la actividad ATPasa (Na.K) dependiente en
homogeneizado de corteza cerebral de rata "in vitro" (Phillis y Wu, 1979).

El homogeneizado de corteza cerebral se realiza en un aparato de Potter-Elvehjen
a 0-4° C con 50 volumenes de agua destilada, tamponada a pH = 7.5 dando 10
golpes en 10 minutos a mil revoluciones por minuto.

En cada uno de los tubos de incubacion se dispone 50 microlitros de
homogeneizado (1 mg de tejido). Se preparan dos series de tubos: serie A para
determinar la actividad ATPasa total y serie B para determinar la actividad ATPasa no
sensible a ouabaina. En los tubos de la serie A, el medio de incubacion contiene
(concentraciones finales): Tris HCI, 75 mM; NaCl, 100 mM; KCI, 5 mM; MgCl, 5 mM.
En la serie B el medio de incubacion contiene (concentraciones finales): Tris HCI, 150
mM; MgCl, 5 mM; ouabaina 1 mM. El volumen final de ambas series es de 1 ml. Los
farmacos se afiaden a las concentraciones adecuadas en el medio de incubacién
como se indica en el capitulo de resultados.

La incubacion se realiza a 37°C con agitacion constante; existe un periodo de
preincubacién de 10 minutos, al cabo de los cuales se afiade el sustrato (ATP sddico)
a una concentracion final de 4 mM. La reaccion se detiene al cabo de 10 minutos por
adicion de 1 ml de acido tricloroacético al 12 por ciento helado en un bafio de hielo.

En experimentos previos se comprobo la linealidad de la reaccion en los primeros
guince minutos de incubacion.

La actividad ATPasa en los tubos se estima a partir de la concentracion de fosfato
inorganico en el sobrenadante que se mide por el método colorimétrico de Fiske y
Subbarow (1925), expresandose en micromol/hora/mg de proteina.

La estimacién de la actividad ATPasa (Na,K) dependiente se obtiene de la
diferencia entre actividad ATPasa total y la actividad ATPasa no sensible a ouabaina.

4.3. FOSFORILACION OXIDATIVA MITOCONDRIAL
La obtencién de mitocondrias se realizd6 de acuerdo con la técnica de Umbreit y
col. (1972) y Kadembach y Lihrs (1961) empleando como medio de suspension

sacarosa 0.25 M conteniendo EDTA sal dis6dica 1 mM.

La fosforilacion oxidativa se determiné de acuerdo con la técnica de Brody y Bain
(1952), incubando durante 30 minutos en fase aire.
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Las concentraciones finales de los distintos reactivos en los frasquitos de Warburg
fueron las siguientes:

Buffer de fosfatos.............ccevvuene... 0.0 16 M
Piruvato soOdico........ccoceevvvvveeeeee. 0.0 06 M
Malato SOICO.........ccvvvvvereerrennnnn, 0.0 06 M
Buffer de tricina.........ccoeeevvvvenneen. 0.0 12 M
Fluoruro sédico.........cccoeevveeveennnnn. 0.0 12 M
ATP SOAICO.....cevvveeeieeeeeeeeeeee 0.0 024 M
Sulfato magneésico.........c.cccoevvveen. 0.0 004 M
ST (071 (0157- VO 0.0 5 M
Hexoquinasa..........cccccoeevvvveeeennns 0.0 2 mg
GluCOSA.....iecvevvieeeeeeeeeee e 0.0 2 M
CitoCromMO Co.vveeeeveeeeeeeeeeeeen, 1.2x 10° M

El consumo de fosfato inorganico se determiné al cabo de 30 minutos mediante el
método de Fiske-Subbarow (1925).

La cantidad de proteinas que se pone en cada frasquito se determina por medio
de la reaccion del biuret (Gornall y Bardawill, 1949).

El consumo de oxigeno se determina mediante técnica manomeétrica.
Los resultados se expresan asi:

- El consumo de oxigeno en microdtomos/100 mg de proteina

- El consumo de fosforo en micromoles/100 mg de proteina.

Se determina la relaciéon P:O (cociente de micromoles de fosfato inorganico
esterificado entre microatomos de oxigeno consumido.

4.4. DETERMINACION DEL CONSUMO DE GLUCOSA

El consumo de glucosa se determiné por el método de la glucosa-oxidasa (Sols. y
de la Fuente, 1957), basado en la oxidacion de la glucosa a delta gluconolactona; se
desprende peréxido de hidrogeno que al reaccionar con un colorante, forma un
compuesto inestable de color verde con una banda de absorcion maxima entre 510 y
550 nanGmetros.

Se determiné la concentracion de la glucosa en el medio de incubacion al principio
y al final de la misma expresandose el resultado en mg/100 mg de tejido fresco/hora.

4.5. FARMACOS UTILIZADOS

Los farmacos empleados han sido: malato sédico (Merck), piruvato sédico (Merck),
ATP sodico (Sigma), clorhidrato de tiaprida (Sanofi Synthelabo), histamina
diclorhidrato (Merck), ouabaina octahidrato (Sigma), clorhidrato de dopamina (Sigma),
clorhidrato de 5-hidroxitriptamina (Sigma).
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4.6. CONTRASTE ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Se ha realizado un andlisis de significacion de promedios en todos los tiempos de
la totalidad de las concentraciones empleando la t de Student comparando testigos y
experimentales (Lamotte, 1965; Fisher y Yates, 1963; Snedecor, 1964; Cardus, 1972)
con valores medios + E.S.M. (error estandar de la media) se han confeccionado las
tablas y la representacion grafica.

Las formulas utilizadas en los diversos calculos han sido las siguientes:

12 Media aritmética x = Y. x/n, siendo “ ¥ x “ la suma de los valores y “n*
el nimero de datos de la poblacién o muestra.

28 Desviacion estandar (s)

YX-Y XX
n-1
siendo “ Y x* la suma de los cuadrados de cada uno de los valores; “ ¥ x , la
suma de los valores; “ x ” la media aritmética y “ n “ el nimero de datos.
32 Error estandar de la media (E.S.M.)=s/ n \I

42 Diferencia de medias (d) =Xx;—Xo
5a Error estandar de la diferencia de medias (Sq)

Sa=Sc \| (1/n1 - 1/ny)

siendo “ s¢ “ la desviacion estandar comun a las dos muestras:

EX-Tx %) + (X -2 Xo %)

Sc =
ni+n,—2

62 t de student

t=d/s d

Los valores limites de t se leen en la tabla correspondiente para unos grados de
libertad = n; + ny - 2, obteniéndose unos valores con una significacion del 95 6 99
por ciento.

El calculo de la Dosis eficazsg (DEsg) Molar y de la Concentracion inhibitoriasg
(Clsp) Molar con su correspondiente intervalo de confianza al 95% se calculara de
acuerdo con el proceder de Litchfield y Wilcoxon (1949).
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4.7. ELABORACION DE LA BIBLIOGRAFIA

Las referencias bibliograficas que aparecen en el texto se citan mediante el
sistema nombre - afio, también llamado sistema de Harvard (Day, 1990; Comité
Internacional de Editores de Revistas Médicas, 1991). El apartado de BIBLIOGRAFIA
recoge una relacion de referencias completas ordenadas alfabéticamente.

Para completar y actualizar las referencias, se ha realizado una busqueda
bibliografica automatizada en la base de datos MEDLIN CD-ROM (1985-2004) con el
descriptor TIAPRIDE.

4.8. SOPORTE INFORMATICO

La redaccion y composicion del texto se ha realizado con el programa de
tratamiento de textos LOTUS-AMIPRO, con licencia de propietario.

El célculo de los parametros estadisticos se ha realizado con la hoja de célculo
QUATRO-PRO, con licencia de propietario.

La representacion gréfica de los resultados se ha obtenido con el programa
SIGMAPLOT 4.02, con licencia de usuario.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se exponen los resultados de los experimentos por medio de tablas
y gréficas. En cada una de ellas se indica la concentracion de farmaco empleada, el
namero de experimentos realizados y los valores medios +/_ E.S.M. (error estandar
de la media) a los 15, 30, 45 y 60 minutos de incubacion; se expresa la significacion
estadistica de los valores obtenidos con el tratamiento de los distintos farmacos
comparando con los valores controles. En los experimentos de estimacion directa de
la actividad ATPasa en preparaciones de corteza cerebral de rata los valores se
expresan en micromoles de fosfato inorganico liberado/hora/mg de proteina. En el
encabezamiento de cada tabla se indica el farmaco empleado, el tipo de preparacion
y el medio de incubacion.

5.1. EFECTO DE LA COMPOSICION IONICA DEL MEDIO DE INCUBACION SOBRE
EL CONSUMO DE OXIGENO y GLUCOSA DE CEREBRO DE RATA "IN VITRO"

En la Tabla | se presenta el efecto de la variacion de la composicion iénica del
medio de incubacion sobre el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata "in
vitro". El incremento de la concentracion de potasio hasta 105 mM, o la sustraccion de
calcio del medio, asi como la combinacion de las dos posibilidades anteriores
incrementa significativamente el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata;
sin embargo, cuando en un medio con exceso de potasio, carente de calcio se
sustituye el cloruro de sodio por cloruro de colina, no se observan diferencias
significativas de consumo de oxigeno en relacion con los valores controles incubados
en Krebs-Ringer fosfato con glucosa 10 mM.

En la Tabla Il se presenta una curva dosis-efecto que relaciona la concentracion
de potasio en el medio de incubacién con el consumo de oxigeno de cortes de
cerebro de rata "in vitro", observandose que a partir de una concentracion de potasio
20 mM se incrementa significativamente el consumo de oxigeno de la preparacion. En
la figura 3 se representa graficamente esta curva dosis-efecto, siendo la dosis eficazsg
(DEsp) 37.5 mM.

En la Tabla Ill se observa el efecto de ouabaina sobre el consumo de oxigeno de
cortes de cortes de cerebro de rata incubados en Krebs-Ringer fosfato con potasio 5
mM vy glucosa 10 mM, comprobandose que este inhibidor de la actividad ATPasa de
membrana sodio-potasio dependiente no modifica significativamente el consumo de
oxigeno cerebral; sin embargo, cuando el medio de incubacion contiene potasio 105
mM la ouabaina a la concentracién de 10*M inhibe significativamente el consumo de
oxigeno de cortes de cerebro de rata "in vitro" (Tabla 1V).
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EFECTO DE LA COMPOSICION IONICA DEL MEDIO DE INCUBACION SOBRE EL
CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO".

QO EN pl/200 mg. DE TEJIDO FRESCO (*)

MEDIO DE N° DE
INCUBACION CORTES [ 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Krebs normal 11 39,0+24 73,5+ 39 1116 + 4,7 1471+ 7.3
Krebs K* 105 mM 11 53,7+ 2,5(a) 1115+ 3,9(a) 162,0+ 45(a) 215253 (a)
Krebs sin calcio 12 48,0+ 45() 91,2+ 3,8(b) 1274+ 116(b) 178,9+7,6(b)
Krebs K™ 105 mM 12 66,3+ 3,6 (a) 1314+ 7,7(a) 2100+ 17,7 (a) 257,9+ 22,7 ()
sin calcio
+
Krebs K105 mM 10 36,8+ 5.4 831+ 54 1205+ 10,7 1552+ 12,3

sin sodio

(*) Valores medios + E.S.M.

(a) P < 0,01; (b) P < 0,05
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TABLA I

EFECTO DEL POTASIO SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES
DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO”. (El medio de incubacion es solucion de
Krebs—Ringer fosfato pH 7,4 con glucosa 10 mM y concentraciones variables de

potasio).
CONCENTRACION N° DE QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN

K" 5 mM 10 328+24 71,0 +3,8 107,8+ 5,6 144,6 + 8,9
K" 10 mM 12 36,9 +2,9 78,9+ 4,5 119,0 + 5,1 156,9 + 7,0
K" 20 mM 13 379+23 850%35(a) 131,0+4,7 (b) 172,3 + 6,1 (a)
K* 50 mM 11 437+36() 98,7+7,6() 146,4+108(b) 207,2+ 14,8 (b)
K* 100 mM 10 50,3+2,9(b) 116,3+50(b) 169,7+7,1(b) 2251+ 11,6 (b)

(*) Valores medios + E.S.M. La Dosis Eficazso (DEso) es 37,5 mM

(a) P < 0.05; (b) P < 0,01
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FIGURA 3. Curva dosis efecto al idn
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TABLA I

EFECTO DE OUABAINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE

CONCENTRACION

QO EN pl/ 100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

) N° DE
DE FARMACO | omres
(Molar)
15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 9 3144+579 8391+845 134,01+1381 18450 + 19,39
10“ M 9 37.88%844 o954 1104 13339+11,93 177,52 + 14,90

(@)

CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO". (El medio de incubacion es solucion
de Krebs-Ringer fosfato a pH=7,4).

(*) Valores medios £ E. S. M.

(a) P > 0,05 en todos los casos.
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EFECTO DE OUABAINA SOBRE EL CONSUMO DE OXiGENO (QO,) DE CORTES
DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO” ESTIMULADO POR POTASIO 10 mM. (El
medio de incubacién es solucion de Krebs-Ringer fosfato a Ph=7,4 con K" 100 mM).

CONCENTRACION

QO EN pl/ 100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

0 N° DE
DE FARMACO CORTES
(Molar)
15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
Control 10 68,66 + 3,28 132,66 +4,55 19591+586 255,13+ 7,67
10* M 13 56,76 + 4.60 114,44 + 6,41 170,37 £ 8,42 221,85+ 9,90

(@) (@)

(@)

(*) Valores medios *+ E.S.M.

(a) P < 0,05
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Los resultados obtenidos en cortes de cerebro de rata incubados en Krebs-
Ringer fosfato con glucosa 10 mM utlizando oxigeno como fase gaseosa
proporcionan unos valores de consumo de oxigeno homogéneos y concordantes con
los descritos en la literatura en situaciones experimentales similares (Skolnik y
col.,1966). Los consumos de oxigeno son superiores a los descritos utilizando aire
como fase gaseosa en el mismo medio de incubacion (Velasco y col.,1972; Arévalo y
col.,1970). Cuando en la solucién de Krebs-Ringer fosfato con glucosa 10 mM se
sustituye el cloruro de sodio por cloruro de colina disminuye significativamente el
consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata "in vitro" (Hertz y Schou, 1962), ya
gue la ausencia de sodio anula la actividad ATPasa de membrana sodio-potasio
dependiente.

En cortes de cerebro de rata, la adicion de un exceso de potasio al medio de
incubacion incrementa el consumo de oxigeno; este efecto es especifico y no se debe
a la hipertonia de la solucion; confirmando los resultados de Ashford y Dixon (1935);
Dikens y Greville (1935); Tamarit y Méndez (1963); Tamarit (1959) y Velasco y
Gonzalez (1978). La ausencia de calcio en el medio de incubacion conduce a
resultados similares que concuerdan con los hallazgos de Buchel (1953). Estos
incrementos de consumo de oxigeno cerebral obtenidos por cambios en la
composicion iénica del medio de incubacion, denominados estimulacion catidnica, se
atribuyeron inicialmente a un desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial (Rossiter, 1957; Ghosh y Quastel, 1954; Bassi y Bernelli-Zazzera, 1960);
posteriormente, gracias a los trabajos de Hertz y Schou (1962) el incremento de
consumo de oxigeno inducido por el exceso de potasio o el déficit de calcio se supuso
debido a un incremento de la actividad de la enzima ATPasa de membrana sodio-
potasio dependiente, siendo este efecto abolido por la ouabaina, conocido inhibidor
de dicha enzima (Nakazawa y Quastel, 1968; Gubitz y col., 1977). El ion calcio es un
conocido inhibidor de la actividad de membrana sodio-potasio dependiente (Hertz y
Schou, 1962) Whittam y Blond (1964), Tobin y col. (1973), y Gubitz y col. (1973) han
estimado que aproximadamente el 40 por ciento de la respiracion cerebral esta
asociado a la actividad ATPasa de membrana sodio-potasio dependiente y que esta
actividad puede estimarse muy exactamente determinando la diferencia entre la
respiracion de cortes de cerebro incubados en un medio carente en calcio con un alto
contenido en potasio (105 mM) y un medio carente de sodio con un contenido en
potasio normal o elevado (Gubitz y col.,1977; Akera y col., 1979; Quastel, 1975).

En esta situacion experimental, el efecto de los farmacos inhibidores de la
actividad ATPasa de membrana sodio-potasio dependiente es muy evidente,
deprimen el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata incubados en un medio
carente en calcio con un alto contenido en potasio y no modifican dicho consumo
cuando en este medio de incubacion se sustituye el cloruro de sodio por cloruro de
colina (Duefias, 1981; Garcia Roldan, 1981; Velasco y Gonzélez, 1982) y estos
resultados se correlacionan estrictamente con las estimaciones de la actividad
ATPasa de membrana sodio-potasio dependiente determinada en preparaciones de
homogenizado de corteza cerebral de rata mediante el proceder de Wu y Phillis
(1979, 1981).

Cuando se trabaja con homogeneizados se pueden realizar dos tipos de
experimentos:
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1. Determinacién del consumo de oxigeno de homogeneizados de cerebro
incubados en sacarosa 0.25 M tamponada a pH 7.4 para evitar aglutinaciones de
mitocondrias (Umbreit y col.,1972).

2. Determinacién del consumo de oxigeno de homogeneizados de cerebro de rata
incubados en sacarosa tamponada a pH 7.4 con sustratos y cofactores.

En ambos tipos de experimentos la fase gaseosa ha sido siempre aire, ya que
como demostré Mardomingo en su Tesis Doctoral en 1974, los consumos de oxigeno
de homogeneizados empleando oxigeno como fase gaseosa son menores que los
obtenidos empleando aire como fase gaseosa, siendo dificil explicar el por qué. La
adicion de sustratos y cofactores incrementa de forma considerable el consumo de
oxigeno de homogeneizados confirmando estos resultados los obtenidos por Velasco
y Gonzalez en 1978, por ello basados en esta experiencia previa del Laboratorio, en
nuestra Tesis Doctoral se han realizado Unicamente experimentos de
homogeneizados afiadiendo al medio de incubacion sustratos y cofactores.

5.2. EFECTO DEL CLORHIDRATO DE TIAPRIDA SOBRE EL CONSUMO DE
OXIGENO, GLUCOSA Y ACTIVIDAD ATPasa Y FOSFORILACION OXIDATIVA DE
TEJIDO CEREBRAL DE RATA "IN VITRO"

El clorhidrato de tiaprida a las concentraciones de 107,

10y 10™°M disminuye significativamente el consumo de oxigeno de homogeneizados
de cerebro de rata incubados en sacarosa con sustrato y cofactores (Tabla V). Este
farmaco a ninguna de las concentraciones ensayadas modifica significativamente el
consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata incubados en solucion de Krebs-
Ringer fosfato pH 7.4 con glucosa 10mM (Tabla VI). El clorhidrato de tiaprida a las
concentraciones ensayadas no modifica el consumo de oxigeno de cortes de cerebro
de rata incubados en solucion de Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 con glucosa 10 mM,
potasio 105 mM y carente en calcio (Tabla VII), en este medio de incubacién la
actividad ATPasa de membrana sodio-potasio dependiente estd estimulada al
maximo, el clorhidrato de tiaprida tampoco modifica el consumo de oxigeno de cortes
de cerebro de rata "in vitro" incubados en solucién de Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 con
glucosa 10 mM en el que se ha sustituido el cloruro de sodio por cloruro de colina
(Tabla VIII), en este medio carente en sodio la actividad ATPasa de membrana sodio-
potasio dependiente est4 abolida. El clorhidrato de tiaprida a ninguna de las
concentraciones ensayadas modifica la actividad ATPasa de membrana sodio-potasio
dependiente, ni la actividad ATPasa no sensible a ouabaina (Figura 4).

El comportamiento del clorhidrato de tiaprida sobre el consumo de oxigeno de
cortes y homogeneizados de cerebro de rata "in vitro" es muy semejante al de la
sulpirida que también pertenece al grupo de las benzamidas u ortopramidas y que fue
estudiada por Velasco y col en 1973. El efecto del clorhidrato de tiaprida también es
semejante al de otros neurolépticos tipicos como el haloperidol o la pipotiacina
estudiados por Velasco y col.,1973 y Mardomingo y col.,1976 respectivamente y
también es similar al de algunos neurolépticos atipicos como la clozapina (Saiz y
col.,1980).
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La relacion P:O en mitocondrias de cerebro de rata no es modificada por el

clorhidrato de tiaprida a ninguna de las concentraciones ensayadas (figura 5), lo

gue indica que este farmaco no desacopla la fosforilacion oxidativa mitocondrial, a

diferencia de los neurolépticos fenotiazinicos y dibenzooxacepinicos como la loxapina
gue si lo hacen (Dawkins y col.,1959, Velasco y col.,1985).

La dopamina a las concentraciones de 107 y 10°M incrementa significativamente
el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata incubados en solucién de Krebs-
Ringer fosfato normal (Tabla IX). El clorhidrato de tiaprida a la concentracion de 10°Mm
a la que no modifica el consumo de oxigeno y glucosa de cortes de cerebro de rata
antagoniza este efecto de dopamina (Tabla X y figura 6) comportandose igual que
otros neurolépticos tipicos y atipicos estudiados previamente en nuestro laboratorio
(Sanchez y col.,1979 y 1980; Garcia Roldan y col., 1983; Velasco y col.,1985). La
dosis eficazso (DEso) (M) es 1.99x10° (M) con un intervalo de confianza del 95%
comprendida entre 1.32-2.62x10® (M). Los resultados obtenidos con tiaprida no han
permitido calcular la Concentracion Inhibitoriaso (M), pero la representacion grafica
sugiere que el antagonismo dopamina-tiaprida sobre el consumo de oxigeno de
cortes de cerebro de rata "in vitro" es de tipo no competitivo (Gonzéalez y col, 1980;
Rodriguez-Mayo, 2001).

El incremento de consumo de oxigeno inducido por la dopamina parece deberse a
una activacion de la actividad ATPasa de membrana sodio-potasio dependiente, ya
gue es abolido por la ouabaina (Sanchez y col.,1980; Harris y Sthal, 1978; Hexum,
1978).

El diclorhidrato de histamina a la concentracion de 107 y 10® M incrementa
significativamente el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata "in vitro" a los
treinta minutos de incubacion (Tabla Xl), este efecto se mantiene en presencia de
clorhidrato de tiaprida a la concentracion de 10°Mm (Tabla XII).

El clorhidrato de serotonina a ninguna de las concentraciones ensayadas modifica
significativamente el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata "in vitro". Este
fendmeno se repite cuando el medio de incubacion contiene clorhidrato de tiaprida a
la concentracién de 10°M (Tabla XIV).

Las interacciones de histamina, serotonina y farmacos psicotropicos sobre el
consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata "in vitro" han sido analizadas por
Velasco y col. (1992) y son bastante inespecificas.

El clorhidrato de tiaprida a ninguna de las concentraciones ensayadas modifica
significativamente el consumo de glucosa de cortes de cerebro de rata "in vitro"
incubados en solucion de Krebs-Ringer fosfato normal (Tabla XV) o en solucion de
Krebs-Ringer fosfato conteniendo potasio 105 mM. (Tabla XVI). Estos resultados son
concordantes con los obtenidos en nuestro laboratorio con otros farmacos
psicotropicos (Velasco y col.,1972, 1973, 1977, 1978; Velasco, 1995; Duefias y
col.,1983, 1985; Garcia Roldan y col., 1983).
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TABLAV

EFECTO DE TIAPRIDA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (Q0,) DE
HOMOGENEIZADOS DE CEREBRO DE RATA “IN VITRQO". El medio de incubacion
es sacarosa 0,25 M a pH 7,4 con sustratos y cofactores.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO FRASCOS
15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN

CONTROL 10 1226+5,5 200,3+7,3 2525+ 8,1 2949 + 8,3
10° M 10 99,6 +6,9(a) 164,2+88(b) 214,2+9,7 (b) 252,1 + 9,6 (b)
10*M 10 97,8+53(a) 168,2+52(b) 217,7+86,7 (b) 259,1 + 6,3 (b)
10° M 10 94,4+92(b) 1652+91(b) 214,1+9,8(a) 262,1+9,9 (a)
10° M 10 115,1+9,2 187,7+9,3 240,8+9,9 286,1+ 9,6

(*) Valores medios + E.S.M.

(a) P < 0.05; (b) P < 0,01
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EFECTO DE TIAPRIDA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES
DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO". El medio de incubacién es solucién de Krebs-

Ringer fosfato a pH 7,4 con glucosa 10 mM.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 10 340+16 70,0 + 2.7 107,2 +3,5 1479+ 45
10° M 11 313+25 69.7 + 4.6 108.6 + 6,4 1447 +8.3
10* M 12 38.6+4.4 732+4.1 109.8 + 3,8 1483+ 4.6
10° M 14 340+16 69.9+ 2.8 105.6 + 3,4 146.0 + 4.3
10° M 13 36,0+ 2,9 738+45 112.3+6,2 1571+ 7.9
107 M 13 355+ 3.7 750+ 6,2 1133+ 8.4 155.0 + 11.0

(*) Media * E.S.M.

P mayor de 0,05 en todos los casos.
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EFECTO DE TIAPRIDA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES
DE CEREBRO DE RATA “IN VITRQ". El medio de incubacion es solucion de Krebs-
Ringer fosfato a pH 7,4 con potasio 105 mM, carente de calcio.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 10 383+16 884+ 26 137.9+3,38 187.7+5.,6
10* M 11 393+27 82.8+38 1235+5.9 1849+ 75
105 M 10 413+2.1 876+ 29 132.2 +3.9 178.2+5,7
10° M 10 437 +2.7 935+5,0 1440 +7.7 1935+ 10,3
107 M 10 38.1+ 150 853+ 8.4 1314+ 136 1742 +17.4

(*) Valores medios + E.S.M.

P mayor de 0,05 en todos los casos.
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EFECTO DE TIAPRIDA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE CORTES
DE CEREBRO DE RATA. El medio de incubacion es solucion de Krebs-Ringer
fosfato a pH 7,4 en el que se ha sustituido el cloruro de sodio por cloruro de colina.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 10 200+ 1,6 615+18 96,8+ 2.6 1246 +3,7
10* M 10 357+34(a) 70,9+56 1054 + 7.0 1384 +7.7
105 M 10 349+22 684+ 2.9 101,3 +3,8 1323+ 4.9
10° M 11 354+1.1 70,0+ 2.6 102,2 + 4,0 132.0+ 4.8
107 M 11 303+14 650+ 4,0 902+45 1188+53

(*) Valores medios + E.S.M.

(a) P mayor de 0,05 en todos los casos.
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CONTROL 0,001 0,01 0,1
TIAPRIDA mM

Efecto de tiaprida sobre la actividad ATPasa de homogeneizado de corteza cerebral de rata “in
vitro”. (0)ATPasa Na-K; ( ) ATPasa no sensible a ouabaina. (P>0,05 en todos los casos).
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FIGURA 5.- Efecto de tiaprida sobre la relacion P/O en mitocondrias de cerebro de rata “in vitro”. El
medio de incubacién contiene: sacarosa 0.05 M; ATP sédico 0.006 M; malato sédico 0.006 M; piruvato
sédico 0.006 M; tampén de tricina 0.012 M; tampo6n de fosfatos 0.016 M; sulfato de magnesio 0.004 M;
fluoruro de sodio 0.012 M; glucosa 0.02 M; Citocromo C 1.2 x 10° M y 0.2 mg de hexoquinasa.

0.5 ml de preparacién de mitocondrias contenian aproximadamente 40 mg de proteinas totales. El pocillo
central del frasquito de Warburg contenia 0.2 ml de NaOH 10 M. La fase gaseosa es aire y la
temperatura de 30°C. El volumen final de cada frasco es de 2.7 ml. (P>0.05 en todos los casos).
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EFECTO DE DOPAMINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (Q0O,) DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO". El medio de incubacién es solucion
de Krebs-Ringer fosfato a pH 7,4.

CONCENTRACION N° DE QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 13 6293+419 101,03+6,96 13944+7,94 178,98 +9.96
105 M 10 6015+312 9680+730 142,98+570  182,75+7.08
10° M 1 84.77+7,08 132,16+9,64 17578+1062 21588+ 11,73
(P < 0,02) (P < 0,02) (P < 0,02) (P < 0,05)
107 M 1 8527+856 13058+733 17521+8,07 22173 +859
(P < 0,05) (P < 0,01) (P < 0,01) (P < 0,01)
10 M 11 6882 +527 11510+527 157,96+9,57 198,92 + 11,55

(*) Valores medios + E.S.M.

P mayor de 0,05 en todos los casos no sefalados.
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EFECTO DE DOPAMINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA EN PRESENCIA DE TIAPRIDA 10 M. El medio

de incubacién es solucion de Krebs-Ringer fosfato a pH 7,4.

CONCE!\]TRAC|ON N° DE QO EN pl / 100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 10 359+29  739+35 1055 + 4.7 1395 +7.7
105 M 10 36,9+19() 763+27 1154 + 3.8 151,6 5.1
10° M 10 381+21  761+37 1125+47 1470+ 6.3
107 M 9 369+21  774+50 1164+ 7.8 1507 + 10,7

(*) Valores medios + E.S.M.

(a) P mayor de 0,05 en todos los casos.
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CONCENTRACION MILIMOLAR DE
DOPAMINA

Curva dosis-efecto que relaciona la concentracion milimolar de dopamina con el
porcentaje de incremento de consumo de oxigeno en cortes de cerebro de rata “in
vitro” en ausencia y en presencia de clorhidrato de tiaprida a la concentracion de 10
® M(*P<0,01).
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EFECTO DE HISTAMINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (Q0O,) DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO". El medio de incubacién es solucion
de Krebs-Ringer fosfato a pH 7,4.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 9 31,1+35 733+23 1125+ 2.9 1563 + 4,2
10° M 9 345+5.1 798 +5.1 1169+ 7.8 159.3 + 8,1
10° M 8 351 +30 80.2 +3.1 1161+ 4,7 163.1+7.3
107 M 9 356+53  86,0+5.1(a) 1217 +8,6 1654 + 10,8
10% M 8 41,9+35() 80,9+6,1 1197 +8,5 164.4 + 9.4
10° M 9 320+47 794+73 111,7 +5.9 160.8 + 5.4

(*) Valores medios + E.S.M.

P < de 0,05.
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TABLA XIlI

EFECTO DE CLORHIDRATO DE HISTAMINA SOBRE EL CONSUMO DE
OXIGENO (QO,) DE CORTES DE CEREBRO DE RATA EN PRESENCIA DE
TIAPRIDA 10°® M. El medio de incubacion es solucién de Krebs-Ringer fosfato a Ph

7,4.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 9 346+16 750+ 3,5 1134 +6,2 159.0 + 7.6
105 M 10 414+6.1 81.9+11,0 121.3+139 163.6 + 17.5
10° M 10 31.6+25 685 + 3,7 107,8+5,7 1515+ 7.6
107 M 9 441+23 (@) 87,9+4.2(b) 130.8 + 6,0 178.1+8.0

(*) Valores medios + E.S.M.

(@) P<0,01

(b) P < 0.05.
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EFECTO DE SEROTONINA SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO (QO,) DE
CORTES DE CEREBRO DE RATA “IN VITRO". El medio de incubacién es solucion
de Krebs-Ringer fosfato a pH 7,4.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL a,s63+ | 563+245  1039+37 148.0 + 5,0 1959 + 6,0
10° M 10 498+ 1.7 948+25 1456 + 2.7 1919+4,1
10° M 11 505+ 1,7 99.4 + 4.4 137.9+3.1 1855 + 5,24
107 M 11 493 +33 96.1+ 2.4 1435+ 3.1 189.8 + 4,2
10% M 11 498+15 949+26 1445 + 2.9 188.4 + 3.6
10° M 11 452 +2.9 923+38 1414 +3.9 1845+3.7

(*) Valores medios + E.S.M.

No se observan diferencias estadisticas con los controles.
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TABLA XIV

EFECTO DE CLORHIDRATO DE SEROTONINA SOBRE EL CONSUMO DE
OXIGENO (QO,) DE CORTES DE CEREBRO DE RATA EN PRESENCIA DE
TIAPRIDA 10°® M. El medio de incubacion es solucién de Krebs-Ringer fosfato a pH
7,4 con glucosa 10 mM.

QO EN pl /100 MG. DE TEJIDO FRESCO (*)

CONCENTRACION N° DE
DE FARMACO CORTES 15 MIN 30 MIN 45 MIN 60 MIN
CONTROL 7 430+ 2.4 829+36 129.2 + 6.9 1713+8.,6
10° M 7 37,1+35() 80,066 121.6 + 8.9 161,7 + 12,1
10° M 7 37.6+35 86.0+5,6 1353 + 8.9 179.2 +10.8
107 M 7 386+24 76.1+3.8 121.3+6.1 1603+ 7.3

(*) Valores medios + E.S.M.

(a) P > 0.05 en todos los casos.
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TABLA XV

EFECTO DE TIAPRIDA SOBRE EL CONSUMO DE GLUCOSA DE CORTES DE
CEREBRO DE RATA
GLUCOSA 10 mM.

INCUBADOS EN KREBS-RINGER FOSFATO CON

CONCENTRACION N° DE Consumo de glucosa en mg/100 mg de tejido fresco / hora
DE FARMACO CORTES (valores medios + E.S.M.)

CONTROL 12 0,69 £ 0,07
10° M 11 0,50 + 0,09 (a)
10* M 13 0,53 + 0,06
10° M 12 0,65 + 0,06
10° M 13 0,53 + 0,06
10" M 12 0,62 + 0,12

(@) P mayor de 0,05 en todos los casos.
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TABLA XVI

EFECTO DE TIAPRIDA SOBRE EL CONSUMO DE GLUCOSA DE CORTES DE
CEREBRO DE RATA INCUBADOS EN KREBS-RINGER FOSFATO CON K* 105
mM y GLUCOSA 10 mM.

CONCE!\ITRACION N° DE Consumo de glucosa en mg/100 mg de tejido fresco / hora
DE FARMACO CORTES (valores medios * E.S.M.)
CONTROL 10 0,94 + 0,06
10° M 10 0,80 + 0,09 (a)
10* M 10 0,86 + 0,09
10° M 10 1,02 + 0,12
10° M 10 1,03+0,11

(a) P mayor de 0,05 en todos los casos.
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12.- El clorhidrato de tiaprida a las concentraciones de 10, 10 y 10°M disminuye
significativamente el consumo de oxigeno de homogeneizados de cerebro de rata "in
vitro" incubados en sacarosa tamponada a pH 7.4 con sustratos y cofactores, lo que
parece sugerir gue este farmaco no desacopla la fosforilacion oxidativa mitocondrial,
ya que no disminuye la relacién P:O en mitocondrias de cerebro de rata "in vitro".

22.- El clorhidrato de tiaprida a ninguna de las concentraciones ensayadas modifica
significativamente el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata "in vitro"
incubados en solucion de Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 con glucosa 10 mM.

32.- El clorhidrato de tiaprida a las concentraciones ensayadas no modifica el
consumo de oxigeno ligado a la actividad ATPasa de membrana sodio-potasio
dependiente en cortes de cerebro de rata "in vitro"; tampoco modifica la actividad
ATPasa de membrana sodio-potasio dependiente ni la actividad ATPasa no sensible
a ouabaina en homogeneizados de corteza cerebral de rata "in vitro".

4a.- El clorhidrato de tiaprida a las concentraciones ensayadas no modifica
significativamente el consumo de glucosa de cortes de cerebro de rata incubados en
solucién de Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 y glucosa 10 mM conteniendo potasio 5 6
105 mM.

52.- El clorhidrato de tiaprida a la concentracién de 10°M antagoniza el incremento de
consumo de oxigeno inducido por la dopamina en cortes de cerebro de rata "in vitro"
incubados en solucién de Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 con glucosa 10 mM, siendo
este antagonismo de tipo no competitivo.

62.-El clorhidrato de tiaprida a la concentracién de 10°M no modifica los efectos de
histamina y de serotonina sobre el consumo de oxigeno de cortes de cerebro de rata
"in vitro" incubados en Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 con glucosa 10mM.
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7. RESUMEN

El clorhidrato de tiaprida es una benzamida u ortopramida con efecto neuroléptico
atipico. En el presente trabajo se estudia el efecto del clorhidrato de tiaprida sobre el
consumo de oxigeno, glucosa, fosforilacion oxidativa mitocondrial, actividad ATPasa y
la interaccién con diversos neurotransmisores en preparaciones de cortes de corteza
de rata "in vitro".

En relacién con el MATERIAL Y METODOS, se determind el consumo de oxigeno
en cortes, homogeneizados y mitocondrias de cerebro de rata "in vitro" mediante
técnica manométrica. La actividad ATPasa se determiné estimando el fosfato
inorganico liberado a partir del adenosin-trifosfato (ATP) en ausencia y en presencia
de ouabaina. Se determiné el consumo de glucosa mediante el proceder de la
glucosa-oxidasa y también se estudié la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Para el
estudio de las interacciones con los neurotransmisores se recurrid a los cortes de
cortaza cerebral de rata "in vitro". Se determiné el valor de la Concentracion Inbitoriasg
cuando el antagonismo era de tipo no competitivo.

El clorhidrato de tiaprida a las concentraciones de 102, 10"y 10°M disminuye el
consumo de oxigeno de homogeneizados de cerebro de rata "in vitro", no desacopla
la fosforilacion oxidativa mitocondrial, no modifica el consumo de oxigeno y de
glucosa de cortes de cerebro de rata "in vitro" incubados en solucion de Krebs-Ringer
fosfato normal, no inhibe la actividad ATPasa de membrana sodio-potasio
dependiente, ni la actividad ATPasa no sensible a ouabaina.

El clorhidrato de tiaprida a la concentracién de 10°M antagoniza el incremento de
consumo de oxigeno inducido por la dopamina en cortes de cerebro de rata "in vitro"
incubados en solucién de Krebs-Ringer fosfato pH 7.4 con glucosa 10 mM, siendo
este antagonismo de tipo no competitivo. El clorhidrato de tiaprida no modifica los
efectos de histamina y serotonina sobre el consumo de oxigeno de cortes de cerebro
de rata.
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