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Summary

The effect of clozapine on the dopamine, norepinephrine,
glutamic, GABA and acetilcholine bindings was studied. In
competition experiments we found that clozapine inhibits bind-
ing in acetilcholine and dopamine; in the glutamic and GABA
bindings, effects were found only in the frontal cortex, and in
the norepinephrine binding, clozapine had no effect. The ex-
periment suggests the important participation of the frontal
cortex in the development of clozapine effects and the great
homology between the different receptors analized.

Resumen

Los experimentos se realizaron, con el propoésito de valorar
el efecto de la clozapina sobre los receptores a dopamina,
norepinefrina, glutamico, GABA y acetilcolina. Se encontro,
que los desplasamientos fueron principalmente y en orden de
importancia, en los receptores M1/M2 de acetilcolina,y en los
receptores a dopamina; los efectos encontrados en glutamico
y GABA fueron principalmente en la corteza frontal y no se
observé inhibicién en la unién de norepinefrina por clozapina
en ninguna area estudiada. Esto sugiere una participacién
importante de la corteza frontal, asi como la presencia de
estos receptores analizados, los cuales presentan una gran
homologia molecular, lo que habra que estudiar desde dife-
rentes puntos de vista.

Introduccion

La esquizofrenia es una de las enfermedades men-
tales que afectan aproximadamente al 1% de la pobla-
cion mundial (Sartourius 1986). De las investigaciones
realizadas alrededor de esta enfermedad, Ia hipétesis
dopaminérgica ha sido la mas ampliamente aceptada
y utilizada como modelo de estudio durante los
ultimos 30 anfos. Esta hipétesis no ha sido funda-
mentada con evidencias directas de un exceso de
actividad dopaminérgica durante las diferentes etapas
de esta enfermedad, sino que ha sido apoyada, por
dos tipos de evidencias farmacolégicas inferidas, que
son: a) todos los antipsicéticos antagonizan a los
receptores dopaminérgicos D2 (Meltzer 1976), o bien
decrementan la actividad dopaminérgica (Carlson
1963); b) se ha observado que la administracién de
anfetamina u-otros agonistas dopaminérgicos, inducen
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un estado psicolégico, que clinicamente es indis-
tinguible de la esquizofrenia paranoide (Bell 1973);
esta evidencia farmacologica sugiere que un incre-
mento en la neurotransmisién dopaminérgica contribu-
ye a la sintomatologia de la esquizofrenia y que puede
ser un factor determinante en la patogénesis de la
enfermedad. Sin embargo, el bloqueo selectivo de los
receptores D2 a dado origen a numerosas desven-
tajas.

Los neurolépticos tipicos como el haloperidol, tie-
nen pocos efectos sobre los sintomas negativos de la
esquizofrenia, en comparacién con los efectos posi-
tivos, ademas el antagonismo del receptor D2 esta
asociado con la induccion de akatisia, disquinesia tar-
dia, entre otros efectos.

De las drogas antipsicoticas atipicas, la clozapina
es uno de los neurolépticos prototipo; la clozapina a
diferencia del haloperidol, produce un minimo de efec-
tos secudarios, no eleva las concentraciones de
prolactina plasmatica; y se ha encontrado que la clo-
zapina es superior a los neurolépticos tipicos en me-
jorar tanto los sintomas positivos como en prevenir las
recaidas (Meltzer 1989).

Por ofra parte, se ha observado que la clozapina
provoca como efecto secundario, la aparicion de agra-
nulocitosis en el 1% de los pacientes tratados con
esta droga (Lieberman 1988), también suele provocar
fallas cardiacas, respiratorias y colapso e inconscien-
cia cuando se administra junto con benzodiacepinas
(Grohmann 1989), ademas se ha hecho una observa-
cién de que cuando es administrado junto con propa-
nolol produce un estado de coma que es reversible at
cabo de algunas horas (Vetter 1992).

De los eventos inducidos por clozapina, estudiados
in vitro, se ha postulado que esta droga tiene una ac-
tividad anticolinérgica M1 o M2 (Miller 1974); también
que presenta una actividad antagonista no especifica
histaminica (H1) (Kelly 1990); asimismo se ha obser-
vado que actia sobre el receptor a1 en el nicleo
accumbens; en el cerebelo se ha advertido que ade-
mas actua sobre los receptores a1, y de igual forma
decrementa los niveles de GMPc (Rao 1991). De la
misma manera, se ha encontrado que la clozapina in-
crementa significativamente la expresién de Cfos en el
ntcleo septal lateral (Robertson 1992); estudios in vi-
tro han demostrado que la clozapina incrementa la
liberacion de GABA en el Globus Pallidous y de do-
pamina en el estriado dorsolateral (Kelly 1990; Sher-
man 1991).
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Por otra parte, se ha postulado que en la esquizo-
frenia existe un disturbio en la neurotransmisién de los
aminoacidos excitatorios, la cual ha sido corroborada
con experimentos conductuales (Sherman 1991),

De los efectos conductuales inducidos por los
antagonistas glutamatérgicos, se ha observado que la
clozapina inhibe el efecto provocado por el antago-
nista glutamatérgico AP-7; ademas, se ha determina-
do que la clozapina es uno de los neurolépticos mas
potentes en inhibir la union especifica del [3H]MK-801
al receptor de glutamico NMDA (Reynoids 1992).

En experimentos de union, se ha observado que la
distribucién de la unién de [3H] clozapina es paralela
a la inervacion de los aminoacidos excitatorios
(Janowsky 1989; Konhuber 1990).

Existe otra evidencia importante de que el blogueo
de los receptores serotoninérgicos mitigan la sintoma-
tologia de la esquizofrenia y que estan implicados en
la patogénesis de esta enfermedad; se ha determi-
nado que la clozapina después de 4 a 10 semanas
decrementa la densidad de receptores 5HT2 en la cor-
teza de las ratas (Nash 1988), asimismo se ha en-
contrado que la clozapina bloquea los efectos del
agonista serotoninérgico 5HT2 MK-212, sobre la tem-
peratura y el cortizol; de la misma manera se ha
observado que la clozapina tiene una alta afinidad por
el receptor SHT1c que se encuentra localizado en el
plexo coroideo (Canton 1980), también se ha encon-
trado que la clozapina interacciona con el receptor
5HT3 en la corteza entorrinal (Hoyer 1989).

De los estudios llevados a cabo sobre el efecto de
la clozapina sobre los receptores dopaminérgicos, se
ha reportado que la clozapina es un antagonista poco
efectivo sobre el receptor dopaminérgico D2 (Farde
1989), no obstante se ha reportado que es efectivo en
fa clinica en un 60% de los pacientes que no respon-
den a los neurolépticos clasicos (Kane 1988). Por otra
parte, se ha sugerido que la clozapina tiene una ma-
yor capacidad para unirse con el receptor D1 compa-
rado con el D2. De los estudics conductuales, se ha
desprendido que la clozapina bloquea la actividad
locomotora ocasionada por la administracion del ago-
nista D1 SKF38393 (Meltzer 1992). De la misma ma-
nera e! tratamiento con clozapina durante 28 dias, ha
mostrado un significativo incremento en la unién de
[3HISCH23390 al receptor D1 en el nacleo accum-
bens de la rata (See 1990).

Recientemente se han identificado por medio de
técnicas de biologia molecular diferentes receptores
dopaminérgicos; utilizando este método se han pro-
puesto dos familias de receptores dopaminérgicos por
lo que D1 y D5 han sido considerados como D1a y
D1b, los receptores D2, D3,. D4, se han designado
como D2a, D2b, y D2c respectivamente (Sibley 19892).
De estos receptores el que ha mostrado mayor
afinidad ha sido el receptor D2c, el cual se encuentra
principalmente y en orden de importancia en la cor-
teza frontal, cerebro medio, amigdala y tubérculos
olfatorios (Van Tol 1991). Este hecho explica parcial-
mente, los pocos efectos secundarios de esta droga.

El objetivo del presente trabajo ha sido determinar y
comparar el efecto de la clozapina sobre los recepto-
res a: noradrenalina, dopamina, glutamico, acetilcolina
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(M1 y M2) y GABA, en la corteza frontal y estriado de
la rata (estructuras que han sido utilizadas como
modelos en el desarrollo de la esquizofrenia), con el
fin de precisar los posibles cambios en la neuro-
transmision de estos transmisores en presencia de
clozapina.

Material y métodos
Preparacion de membranas

Ratas Wistar macho (25), de 200-250g. fueron sa-
crificadas por decapitacion, y el cerebro y cerebelo
fueron extraidos rapidamente y colocados en frio. La
corteza frontal y el estriado fueron disecados en frio,
para homogenizarlas de inmediato, al igual que el ce-
rebelo con un tissumizer en un amortiguador tris 25
mM, MgCl 1.2 mM y NaCl 125 mM. Posteriormente los
homogenados fueron centrifugados a 17000 x g du-
rante 30 min y rehomogenizados y centrifugados por
tres ocasiones mas; al final de este procedimiento las
membranas fueron almacenadas hasta su utilizacién a
-75° C. La determinacién de proteinas se realizé por el
método descrito por Lowry (1956).

Anadlisis de receptores

Todos los analisis se realizaron con alicuotas de
0.15 mg de proteina por tubo, en presencia de con-
centraciones crecientes de clozapina en rangos de 1e-
4 M a 1e-13M, las incubaciones se detuvieron por fil-
tracion rapida en un Cell Harvester con filtros GF/By 5
lavados con el amortiguador de incubacién. Los filtros
posteriormente fueron colocados en tubos con 5 ml de
liguido de centelleo tolueno-triton+POPOP-PPO y
contados en un contador para muestras liquidas, con
una eficiencia del 50%.

Receptores a noradrenalina

Los receptores a noradrenalina se analizaron in-
cubando las membranas y la clozapina en presencia
de 2.0 nM de noradrenalina [3H]} con una actividad de
21.0 Ci/mM, la incubacién fue a 37°C por 20 min.

Receptores a dopamina

Desplazamiento de Espiro [3H]; las membranas se
incubarcn por 30 min. a 37° C en presencia de 0.9 nM
de la marca radiactiva (actividad 25 C Ci/mMol).

Desplazamiento de N-0437; la reaccion se realizod
en amortiguador tris 50 mM, 5 nM de KCL, 2 mM
CaCl, a un pH 7.4; las membranas se incubaron a
temperatura ambiente durante 45 min en presencia de
la clozapina y 1.5 nM de la marca radiactiva (actividad
40 Ci/mMol)

Receptores a glutdmico
Las membranas se descongelaron a 37° C y se

recongelaron a -75° C por 5 ocaciones, al finalizar
este procedimiento, se incubaron en presencia de



10 nM de glutamico [3H] (actividad 40Ci/mMol) y clo-
zapina, durante 20 min a 37° C.

Receptores a acetilcolina

Las membranas se incubaron a 30° C durante 30
min en presencia de clozapina y 1.0 nM de N-Me-
tilScopolamina [3H] (NMS) (actividad 77 Ci/mMol) en
un amortiguador fosfatos 50 mM.

Receptores a GABA

Desplazamiento de flunitrazepam [3H], las mem-
branas se incubaron por 60 min a 0-4° C en presencia
de 1.5 nM de la marca radiactiva y clozapina.

Desplazamiento de  Terbutilbiciclofosforotionato
(TBPS)S35; (actividad 111 Ci/mMol) alicuotas de
1.5 nM de la marca radiactiva fueron incubados en
presencia de clozapina a temperatura ambiente, durante
90 min, en un amortiguador tris 50 nM y 1 M de NaCl.

Resultados
Norepinefrina

De los experimentos llevados a cabo con norepine-
frina [3H] en membranas de corteza frontal, estriado y
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Figura 1. Se muestra el desplazamiento de N-0437 [3H]
por diferentes concentraciones de clozapina

membranas de cerebelo, no se determind efecto
alguno con ninguna de las concentraciones utilizadas
de clozapina (fig. no mostrada).

Dopamina

De las concentraciones analizadas de clozapina en
presencia de N-0437, se encontrd que la clozapina
desplaza hasta un 25% en las membranas de corteza
frontal y es mas potente en el estriado donde se
desplazé hasta un 35%; asimismo se observé que el
desplazamiento no fue sensible a la presencia de GTP
(fig. 1).

La unién de Espiro fue inhibida por las diferentes
concentraciones de clozapina con una IC50 de 1e M
para corteza frontal y con un desplazamiento maximo
de 70% a 1e™* M; para estriado la IC50 fue de 1e® M
con un desplazamiento méaximo del 85% a una
concentracién de 1e™* M. El desplazamiento de Espiro
no se detectd sensible a GTP como se observa en la
figura 2.

Glutamico

El desplazamiento de glutdmico fue mas claro en la
corteza frontal en donde se encontré un desplaza-
miento del 30%, en cambio en el estriado el despla-
zamiento fue tan solo del 12%, en estas condiciones
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Figura 2. Se muestra el desplazamiento de Espiro[3H] por
diferentes concentraciones de clozapina



Frontal de rata
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Figura 3. Se muestra el desplazamiento de Glu[3H] por di-
ferentes concentraciones de Clozapina

se encontrd una inhibicién por GTP del 8% solamente
en las membranas de corteza frontal (fig. 3).

Acetilcolina

La union de NMS fue inhibida por las diferentes
concentraciones de clozapina encontrdndose una
IC50 de 1e”” M en corteza frontal, y una IC50 de 1e® M
en estriado, a concentraciones altas la clozapina
desplaza hasta el 98% en ambas estructuras (fig. 4)

GABA

La clozapina no indujo ningtin efecto sobre la unién
de BTPF al canal de cloro del polirreceptor de
GABAa, sin embargo si presenté una inhibicién del
20% en la unién de flunitrazepam Unicamente en las
membranas de corteza frontal y no se determiné
ningun efecto en las membranas de estriado (fig. 5).

Discusion

A pesar de la eficiencia que presentan muchas de
las drogas utilzadas en el tratamiento de la esquizo-
frenia, las modificaciones que provocan sobre el siste-
ma nervioso central no son del todo claras. Diferentes
hipétesis se han sugerido respecto a la aparicién de
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Figura 4. Se muestra el desplazamiento de NMS[3H] por di-
ferentes concentraciones de clozapina

los sintomas de la esquizofrenia; una de las hipdtesis
postuladas hace 20 afios, es la de la aparicién de una
anormalidad en el sistema noradrenérgico. Este déficit
en la neurotransmisién noradrenérgica, trae consigo
una falta de relacién con el medio ambiente desen-
cadenando uno de los sintomas de la esquizofrenia.
La clozapina se ha mostrado que estimula la neuro-
transmision noradrenérgica aumentando la actividad
neuronal (Reynolds 1992), también se ha postulado
qgue inhibe la liberacién de dopamina en el nucleo
accumbens y en el estriado a través de una inter-
accion con los receptores a1 (Lane 1988). La clozapi-
na se ha postulado ademas, que atenta la actividad
del receptor NMDA por medio de una regulacion nora-
drenérgica tipo a1 en el cerebelo. En nuestros experi-
mentos no se encontrd ninglin efecto sobre la unién
de norepinefrina [3H] ni en el cerebelo donde se ha
propuesto tener una regulacién, ni en ninguna de las
estructuras analizadas. Este nulo efecto observado,
puede ser debido, o bien a que en las estructuras
analizadas no exista ninguna accién de la clozapina, o
bien que habria que utilizar algan ligando mas especi-
fico, ya que también hasta el momento no existe nin-
guna evidencia clara que relacione a la noradrenalina
con la sintomatologia de la esquizofrenia.

De los posibles efectos secundarios inducidos por la
clozapina, se ha descrito que presenta reacciones
cruzadas con benzodiacepinas, estas reacciones se
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Figura 5. Se muestra el desplazamiento de Flu[3H] por dife-
rentes concentraciones de clozapina

han presentado en pacientes tratados de manera
cronica que al cabo de algunas semanas se les ha
administrado clozapina, esto ha provocado fallas res-
piratorias e inconsciencia (Grohamann 1989). De los
experimentos in vivo se ha desprendido, que la cloza-
pina incrementa la liberacibn de GABA medido por
microdialisis en el globus pallidous, y en el estriado,
principalmente (Drew 1990). En nuestros resultados,
se observa que la clozapina inhibe solamente la union
de flunitrazepam, y Unicamente en la corteza, esta
diferencia en estructuras muy probablemente se debe
a la gran concentracion de receptores GABAa que se
encuentran en la corteza, lo que explicaria en parte
estos efectos no esperados de la clozapina. Por lo
que respecta a la unién de BTPF, este ligando es mas
selectivo sobre el canal de cloro, lo que nos da una
selectividad importante en cuanto a la accion de la
clozapina. Aunque se han realizado pocos estudios en
relacién al posible efecto benéfico de las benzodia-
cepinas, nuestros resultados nos demuestran que si
existe una actividad de clozapina sobre el receptor a
benzodiacepinas por lo que es deseable tener cui-
dado al administrar clozapina con algun derivado ben-
zodiacepino.

Recientemente se ha discutido el posible pape! del
glutdmico en el desarrollo de la esquizofrenia; se ha
sugerido que una regulacién anormal de los recepto-
res NMDA serian los responsables del desarrolio de
algunos de los sintomas de la esquizofrenia, esto en

vista de los hallazgos en el analisis postmorten de al-
gunos cerebros de pacientes, en donde se han en-
contrado principalmente cambios en los receptores de
glutamico en la corteza frontal, por esto, se ha suge-
rido que un desbalance en la neurotransmisién giuta-
matérgica, tenga como consecuencia el desarrollo de
algunos de los sintomas de la enfermedad (Korhuber
1990). Del efecto estudiado in vitro, se ha despren-
dido que existe una inhibicion, en la union de glu-
tamico principalmente en la corteza frontal, en donde
se ha sugerido que existen proyecciones provenientes
del talamo. Esto explicaria la observacion, de que la
unién de clozapina [3H] es paralela a las proyecciones
glutamatérgicos (Janowsky 1989), y nuestros resul-
tados encontrados en corteza principalmente.

De las muchas acciones bioquimicas que ejercen
los neurolépticos, se ha determinado una relacion in-
versa entre la aparicién de sintomas extrapiramidales
y su potencia para bloquear al receptor muscarinico,
desde el punto de vista conductual se ha determinado
que la clozapina antagoniza los efectos provocados
por la administracién de agonistas muscarinicos
(Picker 1989), nuestros resultados nos muestran que
la clozapina presenta una gran potencia antimus-
carinica en ambas estructuras estudiadas, lo cual ha
sido corroborado en otros estudios (Reynolds 1992);
esto nos demuestra con mucha certeza la participa-
cién de los receptores muscarinicos sobre los pocos
efectos extrapiramidales inducidos por clozapina.

Como se ha venido postulando el principal efecto
de los neurolépticos, correlaciona muy bien con la
ocupacion de los receptores dopaminérgicos D2, sin
embargo esto no explica todos los efectos clinicos
consecuentes a la administracion. La clozapina ha
demostrado tener una gran afinidad sobre los recep-
tores D2c (Van Tol 1991), y este tipo de receptores se
ha descrito que principalmente se encuentran en la
corteza frontal, lo que explica la gran potencia de la
clozapina para disminuir muchos de los sintomas de
la esquizofrenia. Del andlisis realizado sobre los
receptores dopaminérgicos, encontramos que el ligan-
do especifico para D2, N0437, es poco sensible a la
clozapina, aunque se encuentra su mayor efecto en el
estriado, que es donde se localizan principalmente los
receptores D2. La unidén de espiperona, fue inhibida
también en el estriado, a concentraciones ya reporta-
das en la literatura; esto corrobora el hecho de que la
clozapina tiene poco efecto sobre los receptores
dopaminérgicos en el estriado donde sustancialmente
se ha encontrado que tienen su accion los neurolé-
pticos tipicos como el haloperidol.

En el andlisis de todos los ligandos utilizados, no se
encontrd, o bien se encontré un efecto muy pobre
provocado por el GTP, esto bien puede ser en vista de
que en la literatura han sido utilizados analogos mas
potentes para inhibir a las proteinas G, que ademas
son poco sensibles a la degradacion enzimatica.

Conclusion

Se ha reportado ampliamente el efecto benéfico de
la administracion de la clozapina, aunque como la
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mayoria de las drogas, presenta algunos efectos ne-
gativos. El amplio aspectro encontrado en el presente
trabajo, y el reportado extensamente en la literatura
nos lleva a concluir en base a nuestros resultados y al
analisis molecular reportado para los receptores mus-
carinicos, alfa-2-adrenérgicos, glutamatérgicos, de se-
rotonina y el receptor dopaminérgico D2c; que todos
los receptores analizados presentan una gran homo-
logia en su secuencia molecular de las cadenas hidro-
fobicas, asi como que todos estos receptores estan
siendo modulados via proteinas G, por lo cual la
clozapina muy probablemente esté ejerciendo su

accion en todos estos receptores en esta region hidro-
fébica, y que la regulacion de estas proteinas G, sea
la que esté siendo afectada por la clozapina. Ademas
otro hallazgo importante es el que el principal efecto
de la clozapina, se encuentre en la corteza frontal,
que se ha descrito como una estructura critica para el
desarrollo de algunos de los sintomas de la esquizo-
frenia.

Se tendran que disefar experimentos enfocados al
estudio de estas proteinas G, en diferentes estructu-
ras, para de esta manera entender el proceso que
esta siendo mediado por la clozapina.
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