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(OLZ) y Prazosin (PRZ), dosis unica por via oral, sobre los déficits sensorimotores inducidos
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Fig. 24. Rregresion linear de los efectos de Abaperidona y los antipsicéticos de referencia,
dosis unica via oral, en modelos predictivos de efectos secundarios relacionados con el
mencanismo de accion. A: Induccion de catalepsia en ratas. B: inhibicion de la actividad
motora espontanea en ratas. C: inhibicion de la estereotipia inducida por Apomorfina (1.5
mg/kg sc) en ratas. D: inhibicion de la estereotipia inducida por d-Anfetamina (3 mg/kg sc)
en ratas. E: inhibicion del aseo inducido por SKF 38393 (2.5 mg/kg ip) en raton. Los datos
son porcentajes de inhibicion versus el grupo control. n= 10-15 por grupo de tratamiento.
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Fig. 27. Diagramas de caja del efecto de Abaperidona y los antipsicéticos de referencia,
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distancia recorrida (cm). * p<0.05 vs vehiculo correspondiente (U de Mann-Whitney). n=10-
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Fig. 28. Niveles de prolactina en suero (mg/ml) 3 h después de la administracion oral de
Abaperidona, Risperidona o Haloperidol (5 mg/kg/dia), 1 o 3 dias consecutivos en rata. Los
valores representan la mediaterror estandar (n= 5 animals). p<0.05 todos los tratamientos
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Fig. 29. Cambios en la presion arterial media y frecuencia cardiaca ( PAM y FC) tras
administracion unica, por via oral, de Abaperidon-HCI (ABA), Risperidona (RIS) y Clozapina
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Fig. 30. Cambios en la frecuencia cardiaca y presion arterial media ( FC y  PAM) tras
administracion endovenosa de Abaperidona (ABA) o Prazosina (PRZ) en rata consciente.
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Fig. 31. Relacion entre la dosis diaria y el nivel de ocupacion de receptores 5-HT.4 (azul) y
D, (rojo) para Risperidona, Olanzapina y Clozapina. La linea horizontal muestra el nivel
tedrico esperado de ocupacion del receptor D- a la dosis maxima de Clozapina (Kapur et al,
1999).
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I.-INTRODUCCION

I.1.- Esquizofrenia.

El término de esquizofrenia significa 'escision de la mente' y fue utilizado por primera
vez por Eugen Bleuler en 1908. Es una enfermedad psiquiatrica severa de etiologia
desconocida. La prevalencia se situa alrededor del 1% de la poblacién general, sin distincién

de etnia, sexo o factores socio-culturales.

Debido a la elevada heterogeneidad de los sintomas entre sujetos, la esquizofrenia se
considera un sindrome clinico mas que una enfermedad unitaria (Kerns & Berenbaum, 2002;
Sawa & Snyder, 2002).

La esquizofrenia se caracteriza por la aparicion temprana y estable de déficits
cognitivos (funcién ejecutiva, procesamiento sensorimotor, vigilancia, memoria verbal y de
trabajo, aprendizaje), sintomas positivos (alucinaciones, pensamientos desorganizados,
ideas fijas, habla sin sentido) o exacerbacién de conductas normales (psicosis), a menudo
alternados con sintomas negativos (anhedonia, asocialidad, carencias afectivas), que
pueden coexistir con déficits psicomotores, depresion y/o ansiedad, generando una
disminucion o pérdida de las funciones normales (Fig.1 y Tabla 1). Esta sintomatologia
afecta a la percepcién del mundo y del propio yo (Braff et al., 1991; Rowley et al, 2001;
Sawa & Snyder, 2002).

Aunque la apreciacién de la importancia de los distintos sintomas en el desarrollo de la
esquizofrenia ha ido variando en el tiempo segun avances cientificos y sobre todo
terapéuticos, las investigaciones de finales de los 90 subrallan la importancia de los déficits
cognitivos como el eje central de la enfermedad. Las disfunciones cognitivas suelen
aparecer previas en el tiempo a los sintomas positivos y negativos, mientras que los

sintomas negativos pueden no producirse en algunos casos (Sharma & Antonova, 2003).
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/ Funcioén ejecutiva (conceptos abstractos)
. DEFICITS i: memoria de trabajo / aprendizaje
. COGNITIVOS Memoria verbal / declarativa

Atencion / vigilancia

Alucinaciones
SINTOMAS ldeas o pensamientos fijos (‘delusions’)
POSITIVOS Habla sin sentido

Comportamientos desorganizados

i Carencias afectivas
SINTOMAS

NEGATIVOS Anhedonia y apatia

Déficits Atencion

Asocialidad

Fig.1.- Resumen de los tipos de transtornos que se engloban en los déficits cognitivos y la
sintomatologia positva y negativa en la esquizofrenia
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Tabla 1. Areas funcionales afectadas en los pacientes esquizofrénicos y déficits

cognitivos asociados.

Area funcional Elementos cognitivos relacionados

Funciones sociales Memoria declarativa
Vigilancia

Funcionamiento ocupacional Funciones ejecutivas

Memoria declarativa
Memoria de trabajo
Vigilancia

Vida independiente Funciones ejecutivas
Memoria declarativa
Memoria de trabajo

Origen: Sharma & Antonova (2003)

Segun el Diagnostic and Statistical Manual, Fourth Edition (DMS-IV), un paciente debe
presentar sintomas indicativos de trastornos continuados durante varios meses para
diagnosticarse como esquizofrenia. Junto a los sintomas positivos debe mostrar sintomas
negativos durante un periodo de tiempo de aproximadamente un mes y/o déficits
sociales/ocupacionales que afecten a una o mas areas primordiales de funcionamiento (p.
ej, trabajo, relaciones interpersonales) durante un periodo significativo de tiempo a partir de
la aparicion del trastorno.

Existen cinco subtipos de esquizofrenia tipificados:

» Tipo Paranoide. Se caracteriza por la presencia predominante de ideas o
pensamientos fijos ('delusions') y alucinaciones auditivas. Sin embargo, las
funciones cognitivas estdn conservadas. Este subtipo identifica a un paciente que
presenta un mejor pronéstico y una mejor relacién con la familia, que los otros

subtipos.
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» Tipo Desorganizado. Presencia de habla y pensamientos desorganizados. Es el
tipo mas severo, impidiendo la realizacion de tareas simples imprescindibles para

la vida diaria.

» Tipo Cataténico. Se caracteriza por marcadas anomalias psicomotoras, que
pueden manifestarse como inmobilidad absoluta (estupor) tanto como incrementos

de la actividad motora (excitacion).

» Tipo Indiferenciado. Presenta indistintamente sintomatologia de cualquiera de las
tipologias anteriores.

» Tipo Residual. El sujeto no experimenta sintomas psicoticos en el momento del

diagnostico, pero presentdé como minimo un episodio previo.

La aparicién de la esquizofenia se produce generalmente en la pubertad o edades
adultas tempranas, entre los 15 y los 45 afos, con un 90% en hombres y un 70% en
mujeres en las que se diagnostica antes de los 30 afnos. Es recurrente durante toda la vida
del sujeto, con un patrén de brotes psicéticos agudos superpuestos a periodos de ajuste.

Aunque el riesgo y la prevalencia de la esquizofrenia son comparables para hombres y
mujeres, si existen diferencias de género en distintos aspectos como la edad de aparicion
(primeros 20 en hombres frente finales de los 20 en mujeres, con un pico en los 45-50
coincidiendo con inicio de menopausia), sintomas (algunos estudios sugieren mayor
prevalencia de sintomas negativos en hombres y afectivos en mujeres) o respuestas a
tratamiento (las mujeres en general son mejores respondedoras), probablemente

relacionados con las diferencias hormonales entre ambos sexo (Halbreich & Kahn, 2003).

A pesar que los pacientes tratados se recuperan en cierta medida durante los primeros
cinco anos de haber iniciado el tratamiento, el 65% presentan recaidas recurrentes durante
un periodo de varios afos y soélo un 30 % son capaces de llevar una vida minimamente
normal. Entre un 20%-30% de pacientes son resistentes a la medicacion (Meltzer & McGurk,
1999; Gee et al., 2003).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente 24 millones de
personas padecen esquizofrenia, siendo la cuarta causa de discapacidad en el mundo y
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causando una elevadisima tasa de hospitalizacién. Se considera la esquizofrenia como la
enfermedad psiquiatrica mas cara y la mayor parte de este coste se debe a la disminucién o
pérdida de las funciones cognitivas normales (Knapp, 1997).

Los esquizofrénicos son pacientes con importantes comorbilidades, como elevado
riesgo de obesidad, hiperlipidemia, diabetis, hipertensién y trastornos cardiovasculares,
enfermedades de transmision sexual, fumadores compulsivos y abuso de alcohol (Green et
al., 2003). Esto incrementa considerablemente su mortalidad respecto a la poblacion en
general, contabilizdndose hasta un 60% de las muertes prematuras no asociadas a
suidicidio. Un 10-15% pueden llegar a cometer suicidio. Los pacientes esquizofrénicos viven
una media de 9 a 12 afnos menos que la poblacién normal, por lo que actualmente la
esquizofrenia se cataloga como una enfermedad que acorta la vida (‘life-shortening
disease’).

En este acortamiento de vida influyen mayoritariamente dos factores, ambientes donde
hay elevado riesgo de comportamientos poco salubres (fumar o consumir sustancias de
abuso, falta de ejercicio y/o dieta pobre) junto un problema médico, en el que a pesar de la
elevada prevalencia de estas morbilidades, estdn menos controladas que en el resto de
poblacién. Estudios epidemiolégicos han demostrado que mas del 40% de pacientes
esquizofrénicos hospitalizados presentan enfermedades fisicas, pero de éstas, un 45-50%
no son detectadas por el médico responsable (Hall et al., 1981; Koran et al., 1989; Lambert
et al., 2003).

La esquizofrenia es una enfermedad socialmente estigmatizada, todavia asociada a
peligrosidad, lo que genera un alejamiento social a diferencia de otras enfermedades
mentales que despiertan mayor compasion (Angermeyer & Matschinger, 2003).
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I.2.- Etiologia y patogenia

La causa o causas de la esquizofrenia no han sido todavia identificadas. Desde
principios de los afos 80 se propuso la implicaciéon de factores ambientales asi como de
factores genéticos, estimandose la participacion de la herencia en un porcentaje del 40 al
70% en la aparicion de la esquizofrenia (Gottesman & Shields, 1982)

Segun la hipétesis del origen de la esquizofrenia durante el neurodesarrollo fetal,
actualmente mas aceptada, este seria un proceso de doble fase (‘two hits’). En una primera
fase la convergencia de los factores genéticos con factores ambientales prenatales induciria
cambios estructurales y/o funcionales en regiones cerebrales clave para el procesamiento e
integracion de la informacién. En una segunda fase, el adulto joven predispuesto, debido a
factores estresantes psicosociales, que se consideran los agentes causales finales,
desarrollaria la esquizofrenia. La existencia de un largo periodo de latencia entre la lesién
cerebral primaria y la aparicion de la esquizofrenia podria explicarse por el hecho de que el
desarrollo cerebral y la mielinizacién neuronal contintan durante toda la infancia y juventud,
siendo una época de elevada vulnerabilidad (Murray & Lewis, 1987; Harrison, 1999; Rowley
et al., 2001; Van den Buuse et al., 2003) (Fig. 2).

Varias lineas de evidencia apoyan el origen de la esquizofrenia durante el
neurodesarrollo fetal, incluyendo estudios genéticos, epidemiolégicos y estudios
neuropatolégicos postmortem. Ademas, para establecer una relacion causal de los distintos
factores con los cambios en el cerebro y el comportamiento, se han utilizado distintos
modelos experimentales con animales. En estos modelos, que van desde lesiones
neonatales a manipulaciones ambientales post-natales, a pesar de sus limitaciones, han
demostrado alteraciones a largo plazo de comportamiento y/o cambios moleculares en
regiones cerebrales concretas que mimetizan o estan asociadas a la esquizofrenia (Lipska &
Weindberger, 1997; Van den Buuse et al., 2003).
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Fig. 2. Hipotesis sobre la etiologia de la esquizofrenia. Interrupciones en el desarrollo
prenatal del cerebro por causas genéticas y/o ambientales (primera fase) incrementarian la
vulnerabilidad del
ambientales (segunda fase), originando la aparicion de la esquizofrenia. Ni los cambios
prenatales (panel del medio) ni los factores ambientales tardios (panel superior) por si solos

son capaces de inducir la enfermedad (Van den Buuse et al., 2003).
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Estudios genéticos de mellizos, adopciones y familias con algun paciente establecen
claramente el riesgo creciente de esquizofrenia de estos casos respecto a la poblacién
normal (Tabla 2), aunque no se transmite mediante patrones de herencia Mendeliana. Por
otro lado, ya que los monocigoticos comparten el 100% de la dotacidén genética, se concluye
que los factores ambientales estan obviamente implicados.

Tabla 2. Relacion de parentesco e incidencia de la esquizofrenia

Relaciones genéticas Incidencia
Poblacién general 1%
Hermano esquizofrénico 8%
Un progenitor esquizofrénico 12%
Gemelo dicigbtico esquizofrénico 14%
Dos progenitores esquizofrénicos 39%
Gemelo monocigoticos 47%-89%

esquizofrénico

Origen: Gottesman & Shields (1982) y la pagina web
de NIH (www.nimnh.nih.gov/research/genetics.htm).

Como resultado de abundantes estudios epidemioldgicos, se han podido asociar
distintos factores ambientales pre- y post-natales que suponen un riesgo creciente de

desarrollar esquizofrenia:

e Infecciones virales neonatales, conocidas como ‘efecto estacional’, ya que
los nacidos en invierno presentan mayor probabilidad de contraerlas. El odds
ratio de desarrollar esquizofrenia en neonatales afectados es 5 veces

superior que en neonatales sanos (Kirch DG, 1993; Suvisaari et al., 2003).

e Complicaciones obstétricas tales como malnutricion maternal o hipoxia

durante la vida fetal en etapas claves para el desarrollo del SNC. Se ha
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encontrado una asociacién positiva entre este factor y un incremento del
volumen ventricular en esquizofrénicos adultos (Verdoux et al., 1997; Dalman
et al, 1999).

Edad paternal avanzada. Una edad paternal superior a los 45 afos confiere
un odd ratio de 2.8 veces superior de aparicibn esquizofrenia en la
descendencia que una edad paternal inferior (Malaspina et al., 2001; Dalman
& Allebeck, 2002).

En consecuencia, los esfuerzos para entender y tratar este desorden se focalizan en

tres grandes areas de investigacion:

Evaluar genes candidatos de conferir susceptibilidad a la esquizofrenia.

Examinar las anormalidades neuroanatomicas de cerebros de pacientes

esquizofrénicos.

Estudiar el mecanismo de accion de los farmacos que alivian los sintomas de la
esquizofrenia, a nivel clinico y preclinico, este ultimo objeto principal del
presente trabajo.

-10 -



Abaperidona. Antipsicotico 5HToa/D2 y aiy. Introduccién

I.3.- Genes candidatos.

La hipo6tesis mayoritariamente aceptada sugiere que no existe un Unico gen causal,
sino que se trata de un desorden poligénico en el que se hallan implicados varios genes con
un efecto menor co-actuando o interactuando entre si en combinacién con los distintos

factores ambientales (Dubertret et al., 1998).

Estudios de linkage, linkage-desequilibrium y con anterioridad, debido a la complejidad
de la transmision de los distintos loci, los estudios de asociaciéon genética, han permitido la
identificacion de un importante nimero de genes o regiones cromosémicas que pueden

contribuir a la susceptibilidad por la esquizofrenia (Tabla 3 y Fig 3).

A pesar del gran numero de estudios realizados, los resultados sobre la importancia de
cada uno de estos genes en la aparicion de la esquizofrenia son a menudo contradictorios.
Ademas de las propias limitaciones metodolégicas (potencia de muestra, ausencia de
sesgo, estratificaciones poblacionales o emparejamiento con controles correctos), los
distintos fenotipos de esquizofrenia y las posibles variaciones genotipicas entre poblaciones
han dificultado encontrar asociaciones robustas.

Debido a la implicaciéon de los receptores dopaminérgicos y serotoninérgicos en la
esquizofrenia, se aceler6 la investigacion de los genes que codifican para los receptores D,

y 5HT,a principalmente (mas informacién en http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/LocusLink y
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/ ).

Los receptores dopaminérgicos D, se codifican en el cromosoma 11g22-23, presentan
7 intrones y 8 exones, una cadena carboxilica terminal corta y el tercer dominio intracelular
largo. En base a su secuencia de amino acidos y a su organizacion génica forman parte de
la familia D, (receptores D,, D3, D4). Por ‘splicing’ se generan dos variantes funcionales del
receptor, Do y Dass, que difieren en la longitud del tercer dominio intracelular. Se han descrito
distintos polimorfismos (Taq IA, Taqg | By Taq 1 C) y deleciones que inducen cambios en la
funcionalidad del receptor o en su respuesta a los farmacos antipsicéticos respectivamente.
Sin embargo, estos polimorfismos se han relacionado mayoritariamente con el abuso de
alcohol y en menor medida con la esquizofrenia ( Tabla 3) (ltokawa M. et al 1993; Kawanishi
et al., 2000; Wong et al, 2000; Rana et al., 2001).

-11 -
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Tabla 3. Resumen de algunos cromosomas, genes y polimorfismos de receptores
implicados en la etiologia de la esquizofrenia.

Gen/Polimorfismo Cromosoma Efecto Referencia
COMT y Val-COMT Déficits en metabolismo
imorfi 22q11 eal d : Edgan et al.,
polimorfismo microdelecion, cortical dopamina 2001
PRODH2 SNPs Déficits sensorimotores Liu et al, 2002
G72 13934 (SNPs) Regulacion senal Chumakov et al
glutaminérgica. Accion 5002
DAAOC 12924 sinérgica.
Migracion neuronal y Stefansson et al
NRG1 8p12-pa1 plasticidad sinaptica 2002
DTNBP1 6p22.3 Formaciony —  gyaupb et al 2002
mantenimiento sinapsis
i Regulador negativo de  Chowdhari et al
RGS4 1921-22 (SNPs) receptores mGilu 2002
Induccion de psicosis.  Sawa & Snyder
DISC-1 1942 ¢ Funcién normal? 2002
. . Codificacion receptor Williams et al
7102C polimorfismo . 5-HTzs. ¢ Funcion? 1996
ql4-q
. . Respuesta a Arranz et al.,
-1438G/A plimorfismo antipsicéticos 1998
_ _ Incremento afinidad por Lundstrom et al
Bal I polimorfismo 3q13.3 ligandos del Ds R 1996
: : Promotor receptor D Suzukie et al.,
TaglA polimorfismo 11q22-23 Predisposiciénpa NMZS 2001

141C Ins/Del

Ser/Cys311 polimorf

Regién promot D,

D,R 3 Intraloop

Menor n? receptores D,

menor edad aparicién

Decr. agonist binding

Himei et al., 2002

Cravchick et al

domain 1996

Pro310Ser polimorf Altered rec. coupling Gi

COMT:Catecol-O-metil transferasa; DISC-1: DTNBP1:
dysbindin; NMS: Neuroleptic Malignant Syndrome; NRG1: Neuregulin 1, PRODHZ2:Prolina
deshidrogenasa; RGS4: regulador G-prot signalling-4 SNPs: polimorfismos en nucleotidos

Disrupted in Schizophrenia;

aislados.

-12-
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Fig. 3. Esquema tedrico de la implicacion de los genes susceptibles de inducir
esquizofrenia en la plasticidad neuronal en una sinapsis glutamatoérgica. Las sinapsis
monoaminérgicas, colinérgicas y GABAérgicas también estarian implicadas. Flechas
sdlidas: interacciones directas; flechas punteadas: interacciones indirectas; Gq: GTP-binding
proteins; KAR: receptor kainato; mGIuR: receptor glutamato metabotropico; NMDAR:
receptor NMDA; PSD: densidad proteinas postsinapticas. (Harrison & Owen, Lancet, 2003).
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El gen del receptor 5-HT,a se localiza en el cromosoma 13q14-g21. Se caracteriza por
tener 2 intrones en la secuencia codificadora, igual que el del receptor 5-HT,¢c y a diferencia
del otro receptor de la familia 5-HT,, el 5-HT.g, con los que comparte una elevada homologia
en la secuencia aminoacidica (Barnes & Sharp, 1999). Se han identificado distintas
variantes genéticas, siendo la T702C la que ha presentado una asociacién mas fuerte con la
esquizofrenia y el —1438G/A en la respuesta a los antipsicoticos. Existen muchas otras
variantes descritas pero su posible asociacién con este desorden o la respuesta a farmacos
es menos robusta (Kawanishi et al., 2000).

Més novedosa es la sugerencia que deficiencias en los niveles de la proteina Reelin,
implicada en el control de las migraciones neuronales, inducen carencias neuronales en
coértex e hipocampo. En cerebros de esquizofrénicos se ha detectado un descenso del 30 al
50% en los niveles de Reelin en ambas areas, puediendo tener un papel relevante en
disfunciones cognitivas (Fatemi et al. 2000).

La aplicacion de nuevas tecnologias disponibles como los microarrays o el estudio de
la expresion génica en cerebros de pacientes esquizofrénicos permitirda un avanze

importante en esta area (Kawanishi et al., 2000; Palfreyman et al., 2002).

-14 -
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1.4.- Substrato neuroanatomico.

En general los desérdenes neuropsiquiatricos se han diagnosticado basandose en
cambios en el comportamiento y a algunos déficits neurolégicos especificos. La carencia de
descriptores a escala anatémica y/o celular dificulté la comprensién de la neurobiologia de
estos desodrdenes. Sin embargo, con las ultimas técnicas de imagen, tanto in vivo como en
cerebros post-mortem, y de novedades en immunohistoquimica y microarrays, permiten
relacionar cambios macroscépicos, celulares y moleculares subyacentes en estos

desordenes.

En los cerebros de pacientes esquizofrénicos, y también en el de pacientes con
deso6rdenes afectivos, se han detectado cambios patomorfolégicos en la arquitectura
cerebral, tanto globales como en areas concretas, principalmente en las areas corticales

frontales y temporales y el hipocampo (Lehrmann et al., 2003; Scherk et al, 2003).

A escala macroscopica, estudios en pacientes no medicados y en los primero brotes
psicéticos, describen ligeros decrementos de aproximadamente un 6% del peso total del
cerebro, demostrando que no son meros artefactos debidos a tratamiento o dieta, tal como
sugerian algunos de los primeros estudios. Meta-analisis recientes confirman que el peso
del cerebro se reduce leve pero perceptiblemente en la esquizofrenia y que estos cambios
son detectables ya en la adolescencia de los pacientes (Fannon et al., 2000; Harrison et al.,
2003; Sporn et al, 2003).

Estos cambios volumétricos se detectan principalmente en las areas corticales y del
hipocampo, que participan en las funciones cognitivas deterioradas en la esquizofrenia. Por
un lado se han identificado incrementos en el volumen ventricular, siendo uno de los
cambios morfométricos mas consistente en los distintos trabajos publicados. Por otro, se ha
detectado una disminucién del tamafno del &area limbicoestriada periventricular, talamo,
hipocampo y cortex temporal superior, circundantes a dichos ventriculos, asi como una
considerable asimetria entre ambos hemisferios (Heckers & Konradi, 2002; Highley et al.,
2003; Gaser et al, 2004; Roth et al, 2004).

Se especula si este decremento volumétrico se debe a una pérdida neuronal o de una
disminuciéon del tamafno de las neuronas, lo que encajaria mejor con las alteraciones

sinapticas corroboradas en estudios inmunohistoquimicos y ultraestructurales (Harrison PJ,

-15 -
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1999; Harrison et al.,, 2003). En respuesta a este punto, anormalidades morfologicas
celulares han sido descritas en neuronas piramidales, interneuronas, glias y
oligodendrocitos, tanto en pacientes esquizofrénicos como afectados de desérdenes
bipolares y depresion.

Varios estudios confirman un incremento de la densidad de las neuronas piramidales,
sin embargo relacionada con descensos en el tamafo del soma y un descenso del
numero/tamano de dendritas principalmente en la lamina V y algo menos en la lamina Il en
la esquizofrenia y los desordenes bipolares (Pierri et al., 2001; Broadbelt et al., 2002; Chana
et al.,, 2003). Sin embargo, aunque ambas patologias comparten una reducciéon en la
densidad de glias, en los des6rdenes bipolares y también en depresion, esta reduccién esta
asociada a una hipertrofia de las mismas, que no se detecta en los pacientes
esquizofrénicos, confirmando que se trata de distintas patologias mentales con rasgos
morfologicos distintivos propios (Rajkowska et al., 2001; Cotter et al., 2002).

A nivel de los oligodendrocitos, existen numerosos trabajos en los que se describe un
descenso tanto en el nimero como en el tamano del soma en cerebros de pacientes
esquizofrénicos y de otros desoérdenes psiquiatricos, corroborados mediante microarrays por
un descenso en la expresion de los genes que los expresan (Tkachev et al., 2003). Estos
cambios en la mielinizacion coinciden en la adolescencia (mielinizacién final de neuronas en
coértex prefrontal) y pérdidas relacionadas con la edad, coincidiendo con los picos de edad
descritos en la aparicién de esta enfermedad. Estos defectos en la mielinizaciéon se han
descrito a nivel macroscépico como una disminucion de la sustancia blanca respecto a la
sustancia gris en cerebros de estos pacientes adolescentes y de edad (Barzokis et al., 2003;
Davis et al, 2003).

Estas anormalidades citoarquitecténicas vienen acomparnadas de cambios en la
arquitectura molecular del cerebro de pacientes esquizofrénicos y relacionados con los
sistemas de neurotransmisores (dopaminérgicos, serotoninérgicos, glutamatérgicos, etc)
implicados en la patofisiologia de esta enfermedad. Estos cambios sucederian en el ambito
de proteinas presinapticas implicadas en el transporte axonal y liberaciébn de los
neurotransmisores, relacionados con la pérdida de proteinas asociadas al citoesqueleto
como ‘microtubule-associated protein-2° (MAP2), ‘sinophilin® proteina asociada a a las
espinas dendriticas y también de la proteina asociada a vesiculas sinapticas ‘synaptophysin’
en areas corticales claves en la esquizofrenia (Dean B, 2000; Lidow et al, 2001; Mukaetova-

Ladinska et al., 2002). O a nivel del cerebelo, donde se ha descrito un incremento de la
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proteina axonal quimiorepelente ‘semaphorin 3A' en pacientes esquizofrénicos (Eastwood et
al, 2003). O en las ‘receptor-interacting proteins’ de distintos receptores, como la regulacion
al alza de las proteinas ‘calcyon’ asociadas al receptor dopaminérgico D; o la proteina
‘filamin A’ asociada al receptor dopaminérgico D, (Koh et al., 2003). Es un area de estudio
bastante novedosa en la que debe profundizarse y replicarse resultados antes de poder
discutir la importancia de cada uno de estos cambios.

Existen numerosos trabajos sobre el efecto del tratamiento con antipsicéticos sobre
estos cambios volumétricos, macroscopicos y ultraestructurales y su relacién con la
sintomatologia esquizofrénica, en los que se concluye que la interaccion entre la estructura
cerebral y la respuesta al tratamiento varia segun el farmaco utilizado (Lidow et al., 2001;
Savas et al, 2002; Arango et al., 2003), aunque no es objetivo de este trabajo profundizar en
ello.

En consecuencia, todos estos cambios morfolégicos generan un grave problema de
desconexion sinaptica en la red neuronal, con la consiguiente disfuncionalidad detectada en
la esquizofrenia (Scherk et al, 2003). Con todo, estas anormalidades citoarquitectonicas
junto con la ausencia de gliosis tipica de los procesos neurodegenerativos apoyarian la
hipétesis del origen relacionado con lesiones/defectos durante el desarrollo neuronal de la

esquizofrenia (Harrison, 1999; Sawa & Snyder, 2002).
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I.5.- Mecanismo de accion de los farmacos. Terapéutica.

En los afos 50, la observacion empirica de que Clorpromazina, un farmaco que
blogueaba los receptores dopaminérgicos D,, era efectivo frente a los sintomas psicéticos,
junto con la observacion que la administracion crénica de anfetamina u otros activadores de
la transmisién dopaminérgica inducian estados psicoticos, muy parecidos a la esquizofrenia,
impulsé el desarrollo de compuestos bloqueantes de la transmisidén dopaminérgia a nivel de
los receptores D, como agentes terapéuticos para este desorden, a los que se denomind
neurolépticos (Van Rossum 1966; Seeman et al. 1976).

Asi, la 'Hipétesis Hiperdopaminérgica' (Fig 4) sugiere que la excesiva producciéon de
dopamina en las vias mesolimbicas, tanto a nivel presinaptico como por un incremento del
nuamero de receptores D, 0 su activacién postsinaptica, es responsable de la aparicion de
sintomas positivos. Por otro lado, un tono de transmisién reducida en la via mesocortical
podria explicar los sintomas negativos y déficits cognitivos observados. Este fenémeno,
denominado hipofrontalidad, ha sido confirmado por estudios metabdlicos vy

neuropatolégicos del cortex prefrontal en pacientes y sujetos control.

Sin embargo, este tipo de farmacos neurolépticos Unicamente paliaba los sintomas
positivos, demostrando poca o nula eficacia frente a los sintomas negativos y déficits
cognitivos. Es mas, el tratamiento con estos agentes inducia efectos secundarios graves y
Su uso quedaba limitado por la aparicion de efectos motores - los sintomas extrapiramidales
(EPS)- y neuroendocrinos - la hiperprolactinemia- adversos, debidos al bloqueo de los
receptores D, en las vias nigroestriada y tuberoinfundibular respectivamente (Carlsson,
1988; Seeman 2002).

La incidencia de EPS durante el tratamiento con antipsicéticos como Haloperidol,
agente bloqueante D,, era muy elevada. Un porcentajes del 50 al 75% de los pacientes
tratados presentaban sintomatologia de aparicion rapida reversible (distonia aguda, acatisia
y parkinsonismo) y un 20% disquinesia tardia no reversible (Casey DE, 1997).
Tradicionalmente se postuld que la aparicion de EPS era indisoluble de la actividad
antipsicoética (Fardé et al., 1989).
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Fig 4. Esquema del efecto que induciria un agente antagonista D, sobre los receptores

postsinapticos en las cuatro zonas mayoritarias que inervan las vias dopaminérgicas.
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Estudios postmortem en cerebros de pacientes esquizofréncios asi como estudios in
vivo de neuroimagen (PET o SPECT), demostraron variaciones en la expresién de
receptores dopaminérgicos o en su ocupacion por ligandos, asi como el incremento de
liberacion de dopamina por estimulacion dopaminérgica (Laurelle et al., 1996). Sin embargo,
muchos de estos resultados no fueron replicados o fueron confusos debido a la
administracion crénica de antipsicéticos de los pacientes utilizados. Todo ello sugeria que la

hiperdopaminergia no era la causa Unica de la esquizofrenia.

Posterioremente, el uso de Ritanserina y la introduccién de Clozapina modificaron esta

apreciacion.

Ritanserina, un compuesto selectivo de los receptores serotoninérgicos 5HTza,
administrado a pacientes tratados con Haloperidol disminuia la incidencia de EPS.

Clozapina, farmaco que muestra mayor afinidad por los receptores 5HT,a que Do,
demostraba eficacia en la mejora de los sintomas negativos y una menor aparicion de EPS
(Bersani et al., 1986). No obstante, Clozapina presenta severos efectos adversos,
principalemente agranulocitosis, convulsiones e inclusive miocarditis. Por ello su uso clinico
esta restringido a pacientes no respondedores a otros agentes (Grohmann et al., 1989;
Baldessarini & Frakenburg, 1991; Killian et al., 1999). Pero gener6 un interés en la
investigacion y desarrollo de nuevos compuestos puros 5HT,s 0 con efecto mixto 5HToa y
D,, surgiendo la clasificacién de los antipsicéticos en 'tipicos' versus 'atipicos' segun el ratio
5HT,A/D> que presentaban (Meltzer et al., 1989) (Fig 5).

Risperidona, Olanzapina, Aripiprazole y nuevos compuestos en investigacion
(lloperidona, NRA0045) constituyen la respuesta al desafio de encontrar farmacos tan
eficaces pero mas seguros que Clozapina. En la Tabla 4 se detallan antipsicéticos tipicos y

atipicos actualmente comercializados.
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Tabla 4. Farmacos comerzializados para el tratamiento de la esquizofrenia segun el

mecanismo de accion.

Compuestos comercializados para el tratamiento de la esquizofrenia

Compuesto Marca Compaiiia Lanzamiento
Antipsicéticos Tipicos
Lithium carbonate Lithobid Solvay 1939 (U.S))
Chlorpromazine Thorazine GlaxoSmithKline 1952
Prochlorperazine maleate Compazine GlaxoSmithKline 1956 (U.S.)
Promazine hydrochloride Sparine Wyeth 1956 (U.S.)
Levomepromazine Nozinan Wyeth 1957
Perphenazine Trilafon Schering-Plough 1957
Triflupromazine hydrochloride Vesprin Bristol-Myers Squibb 1957 (U.S))
Thioridazine Melleril Novartis 1958
Chlorprothixene Truxal Roche 1959
Fluphenazine hydrochloride Prolixin Bristol-Myers Squibb 1959 (U.S.)
Haloperidol Haldol Janssen 1959
Zuclopenthixol hydrochloride Clopixol Lundbeck 1962 (U.K.)
Droperidol Droleptan Janssen-Cilag 1963
Periciazine Neuleptil Aventis 1964
Tiotixene Navane Pfizer 1965
Benperidol Anquil Janssen 1966
Flupentixol hydrochloride Fluxanxol Lundbeck 1966
Sulpiride Dolmatil Fujisawa 1968
Pimozide Orap Janssen 1969
Fluspirilene Imap Janssen 1970
Cyamemazine Tercian Aventis 1972 (France)
Loxapine succinate Loxapac Wyeth 1975 (U.S))
Carpipramine Prazinil Pierre Fabre 1977 (France)
Tiapride hydrochloride Tiapridal Sanofi-Synthelabo 1980 (France)
Veralipride Agreal Sanofi-Synthelabo 1980 (France)
Bromperidol Impromem Janssen 1981
Levosulpiride Levopraid Abbott 1987 (ltaly)
Remoxipride Roxiam AstraZeneca 1990 (Denmark)
Mosapramine hydrochloride Cremin Mitsubishi Pharma 1991 (Japan)
Nemonapride Emilace Yamanouchi 1991 (Japan)

Antipsicéticos Atipicos

Clozapina

Zotepine
Amisulpride
Risperidona
Olanzapina
Quetiapine fumarate
Ziprasidone mesilate

Perospirone hydrochloride

Aripiprazole

Clozaril
Zoleptil
Solian
Risperdal
Zyprexa
Seroquel
Geodon

Lullan
Abilify

Novartis

Fujisawa

Sanofi-Synthelabo

Janssen

Lilly

AstraZeneca

Pfizer

Sumitomo Pharmaceuticals/
Mitsubishi Pharma
Otsuka/Bristol-Myers Squibb

1972
1982 (Japan)
1986 (France)
1993 (Canada)
1996 (U.S.)
1997 (U.K.)
2000 (Sweden)
(
(U.

2001 (Japan)

2002 (U.S.)

Origen: Prous Science, Integrity database.
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Fig.5. Relacion del ratio de atipicidad de algunos de los antipsicéticos tipicos y atipicos

comercializados, representado como —log(Kd 5HT.4)/-log(kd D.), siendo Kd la

constante de equilibrio (Richelson, 1999).

Las primeras hipétesis de la relacion del sistema serotoninérgico con la esquizofrenia
surgieron a principios de los anos 50 de la observacion que el acido lisérgico (LSD),

compuesto estructuralmente parecido a la serotonina, inducia estados psicéticos

alucinégenos.

La evidencia directa de la implicacion de los receptores 5HT.a en la esquizofrenia se
obtuvo de numerosos estudios postmortem y estudios de metabolitos de la serotonina en el
fluido cerebroespinal, reforzando la teoria de una disfuncién serotoninérgica en estos
pacientes. La mayoria de trabajos demostraron un descenso en la transmision y en el
nuamero de receptores de serotonina en el cortex frontal, asi como una correlacion inversa

de la concentracion de acido 5-hidroxi-indol-acético (5HIAA) en fluido cerebroespinal y la

prominencia de sintomas negativos (Abi-Dargham et al., 1997).
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Una segunda evidencia es anatémica, ya que los nucleos dopaminérgicos A10 y A9, el
talamo, hipotalamo y cértex estan ricamente inervados con proyecciones ascendentes
serotoninérgicas provenientes de los nucleos Medial y Dorsal de Raphe (B7 y B8
respectivamente) (Fig 6). Ademas, a nivel neuroquimico, antagonistas 5HT.a previenen
actividades inducidas por estimulantes dopaminérgicos (Schmidt et al., 1995).

Sin embargo, no se hallé una correlacién directa entre la afinidad por los receptores
serotoninérgicos y su eficacia clinica per se. Los precursores de serotonina no demostraron
eficacia en estudios clinicos en esquizofrenia, mientras que los antagonistas puros, como el
MDL100907, a pesar de prometedores resultados preclinicos tampoco demostraron eficacia
clinica concluyente siendo retirado en fase lll (Gillin et al., 1976; Lipska & Weinberg, 1997;
Drugs Fut 1999 24(9) p 1026).

Fig. 6. Representacion de las interacciones de los sistemas serotoninérgico y
dopaminérgico en el circuito cortico-estriado-talamico. DRN: nucleo dorsal de Raphe;
MRN: nucleo medio de Raphe; A9 y A10 nucleos dopaminérgicos (Schmidt et al.,
1995).
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Actualmente, la teoria que mas satisfactoriamente explica el perfil atipico de estos
antipsicoticos propone una modulacién de la accion de los receptores D, al estar
ampliamente distribuidos por todo el cerebro. Esta modulacion se ejerceria mediante un
efecto compensador sobre otros sistemas de neurotransmisores no dopaminérgicos, como
el serotoninérgico, glutamatoérgico y los receptores oy-adrenérgicos, encaminada a
bloguear la transmisibn dopaminérgica en las areas limbicas e incrementarla en las
corticales, evitando las otras vias (Meltzer et al., 1997; Gioanni et al, 1998; Arnt & Skarsfeldt,
1998; Wadenberg et al., 2001a).

La relevancia de los receptores o4-adrenérgicos en la esquizofrenia surgié de la
observacién de que, pacientes tratados crénicamente con Clozapina, presentaban niveles
anormalmente elevados de noradrenalina en el plasma y en el liquido cefalorraquideo y
aumentaban la densidad de receptores a4 centrales. Por contra, los niveles de noradrenalina
elevados no se detectaban en pacientes tratados con antipsicéticos tipicos, como
Haloperidol o Flufenazina (Cohen & Lipinski, 1986; Pickar et al., 1992; Lieberman et al.,
1993).

Estos elevados niveles de noradrenalina en pacientes tratados con Clozapina, fueron
correlacionados positivamente con una mejora en la sintomatologia positiva y global cuando
los pacientes eran evaluados con el método de Brief Psychiatric Rating Scale (BPRS). En
consecuencia, se postul6 que el antagonismo a los receptores os-adrenérgicos podia
explicar en parte los beneficios clinicos de Clozapina en el tratamiento de la sintomatologia
global de la esquizofrenia, a diferencia de los antipsicéticos tipicos, con eficacia Unicamente
en la sintomatologia positiva (Baldessarini et al., 1992).

La actividad de los receptores os-adrenérgicos modularia la respuesta de otros
sistemas de neurotransimisores. A nivel dopaminérgico, la activacion de los receptores o-
adrenérgicos inhibe la accion de los receptores D; en el cértex prefrontal y modula la accion
de los receptores D, en el nucleo accumbens (Gioanni et al., 1998; Marcus et al., 2000).
También interactian con el sistema serotoninérgico a nivel de los nucleos dorsales de
Raphe y con el sistema glutamatoérgico, ejerciendo una modulacion indirecta de los
receptores NMDA (Millan et al., 2000). Todas estas interrelaciones podrian estar implicadas
en la mejora de la funcidon limbica (disminucion de la hiperdopaminergia) y cognitiva de los

pacientes esquizofrénicos.
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Sin embargo, el antagonismo a los receptores o4-adrenérgicos también se ha asociado
a importantes efectos secundarios tales como el vértigo, sedacion e hipotensién ortostatica
(Breier et al., 1994; Meltzer et al, 2002).

Con todo, la terapia para la esquizofrenia sigue siendo una asignatura pendiente. Los
antipsicéticos tipicos Unicamente actian sobre la sintomatologia positiva e inducen graves
EPS, que deben tratarse con medicacién anticolinérgica, que a su vez empeora el
aprendizaje y memoria, generando como efecto rebote el empeoramiento de los déficits
cognitivos. En cambio los antipsicéticos atipicos inducen mejoras en los déficits negativos y
cognitivos, pero sus efectos varian en funcion de su area preferencial de actuacion,

condicionada por su distinto perfil multireceptorial (Sharma & Antonova, 2003).

Asi, mientras los sintomas positivos pueden controlarse con la mayoria de la
medicacion existente, los déficits cognitivos y los sintomas negativos, aunque mas
controlados con la terapéutica actual, siguen respondiendo peor que los positivos. Por otro
lado, esta segunda generacion de antipsicéticos no carece de efectos adversos tales como
sedacidn, ganancia de peso, diabetis mellitus, hiperprolactinemia, prolongacién del QTc o
induccién del sindrome neuroléptico maligno (Thaker & Carpenter, 2001; Sawa & Snyder,
2002; Farver, 2003).
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1.6.- Compuestos 7-[3-[1-piperidinil]propoxilcromenonas como antipsicéticos
atipicos potenciales. Antecedentes.

Como parte de un programa de investigacion focalizado en la busqueda de estructuras
con posible actividad antipsicotica, se partié de la estructura base mostrada en la figura 7.

Fig. 7. Representacion esquematica de la estructura inicial de las séries de
compuestos desarrollados como potenciales antipsicoticos. Substituyentes: X:C=0O;
Y:CHz; R: H.

Este compuesto mostrd6 moderada actividad en test predictivos de eficacia y efectos
EPS por via intraperitoneal pero no por via oral, por lo que se decidié explorar distintas

variantes estructurales.

La optimizacion estructural fue llevada a cabo sobre la base de los perfiles
farmacologicos obtenidos en modelos animales con el objetivo de seleccionar compuestos
con elevada actividad por via oral. Este proceso, tal como se describe en Bolés et al (1996),
llevé a escoger la familia estructural tipo 7-[3-(1-piperidinil)propoxijcromenonas como punto
de partida para una segunda fase de optimizacion y selecciéon de candidato.

En la segunda fase, una serie de compuestos de la familia 7-[3-(1-piperidinil)propoxi]
cromenonas fueron evaluados mediante ensayos in vitro de radioligando frente a distintos
receptores centrales e in vivo, en paralelo (Tabla 5), permitiendo obtener datos vitales sobre
su potencia oral tanto en modelos de eficacia (inhbicién del comportamiento de escalada o

climbing) como predictivos de EPS (induccion de catalepsia) (Bol6s et al., 1998).
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Tabla 5. Actividad in vitro e in vivo (via oral) de los compuestos de la serie 7-[3-(1-

piperidinil)propoxilcromenonas y compuestos de referencia.

E 0
N/V\ R1
/ 0 /
O—N 0)
Ro
c Sustituyentes Afinidad Clsp (nM) Modelos conductuales (DEso mg/kg)
omp. i
Ry Re D, 5HTza  Inhib climbing L’:::f:;:iz
1.08 12.58
21 H H 21.8 8.6 (0.56-1.92) (9.40-16.83)
0.40 2.85
22 CHa H 16.6 11.3 (0.27-1.92) (2.19-3.71)
0.24 8.48
23 CHZOH H 17.2 6.2 (0.22-0.26) (7.05-10.18)
24 COOH H 12.8 0.6 >10.0 >50.0
25 H CHOH 31.0 7.2 @ 18;?2 81) >100.0
3.32 15.93
26 CHO H 13.1 2.1 (2.57-4.29) (9.40-26.99)
0.27 6.88
27 CHOCH;  H 48.1 14 (0.10-0.65) (3.72-12.72)
3.01 38.21
3 211.0 25.3 (1.31-6.42) (32.02-45.69)
2.02 13.03
4 190.0 32.9 (0.60-6.80) (12.01-14.09)
0.31 2.00
HAL 13.7 104.0 (0.14-0.69) (1.30-2.61)
15.40
cLz 130.0 13.0 (10.13-23.36) >100.0
0.29 5.00
RIS 27.4 1.4 (0.24-0.36) (4.10-6.25)

HAL: Haloperidol; CLZ: Clozapina; RIS: Risperidona. (Bolés et al., 1998).

Todos ellos mostraban una elevada afinidad por el receptor 5HT.a, superior a la del
receptor D,, sin embargo diferian en el ratio 5HT,a,/D, y en su actividad oral. Se detecté un
incremento importante en la potencia oral de los compuestos con la sustitucién del grupo
benzoil por un benzisoxazol, a pesar de que se ha descrito que son grupos bioisésteros
(Strupczewski et al., 1982; Reitz et al, 1998).
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En segundo lugar, se observd que los derivados C, del anillo de las cromenonas
(compuesto 25) conferian una menor potencia oral comparado con la sustitucién en la
posicion Cs; del anillo. Los esfuerzos se dirigieron a compuestos Cs-sustituidos, en los que la
introduccion de metilos (compuesto 22) o grupos metil (compuestos 23 y 27) originaron
compuestos potentes, mientras que la oxidacion a aldehidos (compuesto 26) o a grupos
acidos (compuesto 24) originaba compuestos poco activos in vivo. Debido a que estos
ultimos si eran activos in vitro, la pérdida de actividad in vivo podria atribuirse a una pobre
absorcion o capacidad de penetracion de la barrera hematoencefalica, por lo que estos
sustituyentes fueron descartados.

El compuesto 23 (FI-8602, Abaperidona) fue el que presentd una actividad oral mas
potente en el test del predictivo de eficacia, asi como una menor actividad en el test
predictivo de EPS, por lo que se decidi6 escoger como candidato para investigar su
potencial como antipsicotico atipico.
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Il. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Sobre la base de nuestros trabajos previos y a la literatura publicada sobre la
etiopatogenia y sintomatologia de la esquizofrenia, se decidi6 seleccionar una nueva entidad
quimica con un perfil de antipsicético atipico (5HT.a/D> > 1) con el valor anadido de un
potente antagonismo al receptor oy-adrenérgico. Por ello, el desarrollo experimental
presentado en este trabajo se planteé de manera que integrase distintos niveles de

conocimiento del compuesto:

1. Evaluar el perfil de afinidad del compuesto por distintos receptores
centrales relacionados con la accion antipsicética. Se determinara la afinidad
por los receptores Do, 5SHT,a y a-adrenérgico, principal objeto de este trabajo, asi
como de otros receptores dopaminérgicos, serotoninérgicos, adrenérgicos y
glutamatoérgicos. Se definira el grado de atipicidad del compuesto en

comparacion a otros compuestos pertenecientes al mismo grupo terapéutico.

2. Igualmente, se determinara la afinidad del compuesto por otros receptores
centrales, como los muscarinicos, adrenérgicos o histaminérgicos relacionados

con posibles efectos secundarios relacionados con el mecanismo de accién.

3. Determinar el efecto del tratamiento con este compuesto sobre la
regulacion de los receptores D, y 5HT,x en distintas areas cerebrales del
animal de experimentacion. Se estudiara este efecto en areas cerebrales
consideradas clave en la patogenia de la esquizofrenia (cortex y nucleo
Accumbens) y relacionadas con la accion antipsicética de los compuestos, asi
como en otras dareas relacionadas con la aparicion de efectos motores

indeseables (estriado) tras tratamiento prolongado.

4. Determinar el tipo de accion, agonista o antagonista, que ejerce el
compuesto sobre distintos receptores, mediante ensayos funcionales. Se
evaluaran actividades in vivo de los receptores 5HT.n y «a4-adrenérgico,

relacionados con la actividad antipsicética, e in vitro el tipo de accién que ejerce

-30-



Abaperidona. Antipsicotico 5HT2a/D2 y o. Planteamiento y objetivos

el compuesto sobre receptores relacionados con posibles efectos secundarios

propios del mecanismo de accion.

5. Confirmar la potencial eficacia del compuesto mediante modelos
conductuales en animales de experimentacion.
Uno de los criterios a tener en cuenta para la eleccién de la bateria de los
modelos animales a utilizar es en relacion con el perfil receptorial seleccionado
para el compuesto. Por lo tanto se evaluara la actividad in vivo del compuesto a
nivel de distintos receptores dopaminérgicos, serotoninérgicos y adrenérgicos.
Un segundo criterio utilizado para definir la eleccion de estos modelos
conductuales, es la capacidad de prediccion de la actividad antipsicotica en las
distintas disfunciones, hiperdopaminergia e hipoglutamatergia principalmente,

que presentan los pacientes esquizofrénicos.

6. Evaluar la posible induccion de efectos secundarios relacionados con el
mecanismo de accion del compuesto.
De manera equivalente a lo expuesto en el punto anterior, se utilizaran modelos
animales relacionados con el perfil receptorial que se ha asociado a efectos
secundarios en este grupo terapéutico, asi como modelos animales considerados
predictivos de efectos extrapiramidales y motores, neuroendocrinos vy

cardiovasculares en pacientes esquizofrénicos.

En consecuencia, el objetivo de este trabajo es investigar, desde los distintos niveles
de aproximacion cientifica planteados, el potencial de eficacia y efectos secundarios de un
nuevo agente farmacoldgico para el tratamiento de la esquizofrenia, Abaperidona (FI-8602,
7-[3-[4-(6-Fluoro-1,2-benzisoxazol-3-il)piperidin-1-ilJpropoxi]-3-(hidroximetil)-4 H-cromen-4-
ona HCI) (Fig. 8).
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Fig. 8. Representacion de la formula quimica de Abaperidona y otros antipsicoticos

atipicos.

Finalmente, discutir la informacién obtenida de los ensayos in vitro, funcionales y
principalmente de los modelos conductuales in vivo utilizados, para construir una hipétesis
coherente del posible mecanismo de accion de Abaperidona, contrastandola con otros
agentes farmacoldgicos del mismo grupo terapéutico, incidiendo en su posible relevancia
clinica frente a la sintomatologia positiva, negativa y cognitiva de la esquizofrenia.
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lil.- Materiales y métodos

I1l.1- Animales.

Las especies y cepa de los animales de experimentacion utilizados para esta

investigacion se detallan a continuacion:

- Ratas macho Sprague-Dawley OFA de 200-300 g de peso en el momento

del experimento.

- Cobayos macho Dunkin Hartley de 350-400 g de peso en el momento del

experimento.

- Ratones macho Swiss OF1 de 22-26 g de peso en el momento del

experimento.

La procedencia de todos ellos fue Charles-River (Francia), calidad SPF (specific
pathogen free). En los casos en que se utilizé una cepa distinta a las mencionadas, se
indica al describir el ensayo correspondiente.

Desde su llegada hasta el momento de su utilizacién, los animales se
estabularon en ambiente convencional con temperatura y humedad controlada (20-
22°C y 40-60% respectivamente), ciclo de luz/oscuridad de 12 h (7:00 am-7:00 pm), y
acceso a comida (pienso estandar UAR A-04) y agua ‘ad libitum’. Se agruparon en
cubetas de Macrolon® de 1000-cc en cantidad de 4-5 las ratas, 10-15 los ratones y 2-

3 los cobayos. El periodo de cuarentena fue minimo de 5 dias para todas las especies.

Antes de los ensayos, los animales se colocaron en jaulas individuales y se
trasladaron al lugar de experimentacion, dejando como minimo 1 hora de aclimatacién

al nuevo ambiente.

Todos los procedimientos utilizados estan admitidos por la directriz OECD
(Organization for Economic Co-operation and Development)-Council Directive, Anexo
Il 86/609/EEC, de la Comunidad Europea y aceptados por el ‘Departament de
Agricultura, Ramaderia i Pesca’ (DARP) de la Generalitat de Catalunya.
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lll.2- Compuestos y soluciones.

Se detallan estratificados por tipos de ensayo: in vitro, funcionales y modelos

conductuales.

Ensayos in vitro de radioligando:

Compuestos: Abaperidona-HCI (Dpto Quimica Médica — Grupo Ferrer),
Risperidona (Janssen Research Foundation), Clozapina (RBI) y Haloperidol (Sigma
Aldrich). Los radioligandos utilizados, detallados en las tablas 7 y 8, se obtuvieron
indistintamente de Amersham Pharmacia o American Radiolabeled Chemicals.

Soluciones: los compuestos se diluyeron en una solucién de acido acético
(1:100, v/v) hasta alcanzar una concentracion final de 0.4 mM. Esta solucion se usé
para preparar las siguientes concentraciones por dilucién con solucién tamponada,

hasta alcanzar distintas concentraciones finales entre 10°a 10" M.

Ensayos funcionales in vitro:

Compuestos: Abaperidona-HCI (Dpto Quimica Médica — Grupo Ferrer),
Risperidona (Dpto Quimica Médica — Grupo Ferrer), Clozapina (RBI) y Haloperidol
(Sigma Aldrich). Histamina HCI (Merk), mepiramina maleato (RBI), clonidina HCI (RBI)
y yohimbina (Sigma-Aldrich).

Soluciones: para el estudio del antagonismo al receptor histaminérgico Hy, los
compuestos se prepararon en soluciones acuosas concentradas de 1.25x10° M de la
que se realizaron las diluciones del estudio de concentraciones entre 10 hasta 107
M. Para el estudio del antagonismo al receptor o,-adrenérgico, los compuestos se
prepararon en soluciones acuosas de entre 10° a 10® M. La clonidina se preparé en

concentraciones de 1 nM a 10 uM.

Ensayos funcionales in vivo:

Compuestos: Abaperidona-HCI (Dpto Quimica Médica — Grupo Ferrer),
Risperidona (Dpto Quimica Médica — Grupo Ferrer), Clozapina (RBI) y Haloperidol
(Sigma  Aldrich), Prazosina (Sigma-Aldrich), Metoxamina (RBI), o-Metil-5-
Hidroxitriptamina maleato (a-ME 5HT) (RBI) y Ketanserina tartrato (RBI).
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Soluciones: Los compuestos se diluyeron en solucion acuosa. Se usaron
rangos de dosis farmacolégicamente equipotentes. El volumen de administracion fue

de 0.1mL/100mg de peso corporal del animal.

Modelos conductuales

Compuestos: Abaperidona-HCI (Dpto Quimica Médica — Grupo Ferrer),
Risperidona (Dpto Quimica Médica — Grupo Ferrer), Clozapina (Leponex®-Sandoz),
Olanzapina (Impex Quimica) y Haloperidol (gotas Almirall-Prodesfarma). EI DOI [1-
(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-aminopropano] y la dizocilpina maleato (MK801) se
obtuvieron de RBI. EI mCPP [1-(3-clorofenil)piperazina], apomorfina HCI, p-cloro-
anfetamina HCI, d-anfetamina sulfato, (x)-SKF 38393 HCI, (-)-fisostigmina sulfato,
noradrenalina HCI y prazosina se obtuvieron de Sigma Aldrich.

Soluciones: Los compuestos se prepararon en una suspensién acuosa en agar
al 0.25% o soluciones en suero fisiolégico al 0.9% dependiendo de su solubilidad. Se
usaron rangos de dosis farmacol6gicamente equipotentes. El volumen de

administracién fue de 1mL/100 g de peso corporal del animal en todos ellos.
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lll.3.- Ensayos in vitro.
lll.3.1.- Ensayos de radioligando

Receptores animales. Todos los receptores fueron obtenidos de cerebros de
animales de experimentacion, con la excepcion de los 5-HTs que fueron receptores
recombinantes expresados en células HEK-293 obtenidos de PACKARD/RBI.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion, diseccionandose el cerebro
rapidamente y congelandose en nitrogeno liquido a —80° C. La preparacién de la
membranas de los distintos tejidos se realizé siguiendo las condiciones experimentales

descritas en la tabla 6.

Receptores humanos. Las lineas celulares expresando receptores humanos
clonados se adquirieron en PACKARD/RBI. Las membranas se recibieron en viales
congelados que contenian cantidades definidas del receptor especificado. El dia del

experimento, los viales fueron descongelados y usados una Unica vez.

Ensayos. Para definir la concentracion de radioligando a usar en los ensayos de
competicion, previamente se realizaron experimentos de saturacion. Se incubaron
concentraciones crecientes de radioligando con las membranas a fin de calcular la
afinidad del radioligando, Kp, y la concentracion maxima de receptores en el tejido,
Bmax- En el caso de los receptores humanos, la concentraciéon de radioligando a usar
fue indicada por el proveedor de los mismos, asi como los valores de Kp y Bnax

correspondientes.

Los ensayos de competicidn se realizaron a distintas concentraciones (8-12) de
compuesto, por duplicado y a una concentracion fija de radioligando. Las condiciones
experimentales para los ensayos con receptores animales se definen en la tabla 7 y

con receptores humanos en la tabla 8 respectivamente.

Las incubaciones se realizaron en un bano de agua con agitacion longitudinal y
las reacciones se pararon por filtracion rapida utilizando filtros de fibra de vidrio
(previamente tratados con detergente a fin de reducir la unién inespecifica al filtro)
mediante un ‘harvester’ Brandel (modelo M-48R). Después del primer filtrado, los filtros
fueron aclarados tres veces con tampoén frio para asegurar que Unicamente quedaba

retenido el radioligando unido a membrana.
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Los filtros se colocaron en viales de centelleo y se dejaron secar durante la
noche. Al dia siguiente se afadi6é liquido de centelleo (Biogreen 3, Scharlau). La
radioactividad de los filtros se contabiliz6 (dpm), mediante un contador de centelleo
liquido para ligandos tritiados (PACKARD Tricarb 1900TR).

El porcentaje de union especifica para cada concentracién de compuesto se
calculé restando a cada valor individual (media del duplicado) el valor de la unién
inespecifica y se expresé como porcentaje total de unién especifica (100%).

Se generaron las gréaficas semilogaritmicas de porcentaje de unién especifica a
las distintas concentraciones de compuesto y se calcularon las Clsy (concentracion del
compuesto que causa un 50% de inhibicién de la union especifica del radioligando)

mediante una regresion linear, considerando la porcion lineal de la curva.

Se derivaron las K; correspondientes mediante la ecuacion de Cheng y Prusoff
(Cheng & Prusoff, 1973) para cada experimento. Los experimentos fueron realizados
de 1 a 4 veces, por lo que se calcularon la media y el error estandar de los valores K;

obtenidos.
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lll.3.2.- Ensayos ex vivo

Los animales (n= 10 por grupo de tratamiento) se administraron por via
subcutdnea diariamente durante 7 dias a la dosis de 6umol/2ml/kg con
Abaperidona-HCI, Risperidona, Haloperidol o vehiculo (agua destilada con acido
acético, pH=4 ajustado usando hidréxido sédico 2N antes de alcanzar el volumen final
con el agua destilada). Esta dosis se escogié en base a trabajos publicados con
compuestos pertenecientes al mismo grupo terapéutico (Rupniak et al, 1984; Wilmot &
Szczepanik, 1989).

Los animales fueron sacrificados 7 dias después de finalizar el tratamiento, a fin
de permitir el aclaramiento del compuesto. Los cerebros fueron rapidamente extraidos
y colocados en hielo. Se diseccionaron el estriado y el cortex y se colocaron en
tampon Tris-HCI 50mM (pH 7.6) en bafo de hielo.

Se determiné la unién especifica a *H-Spiperona y ®H-Ketanserina por duplicado,
usando distintas concentraciones de ligando y en presencia o ausencia de Haloperidol

(6uM) y Mianserina (5uM) respectivamente para calcular la unién inespecifica.

Se obtuvieron las curvas de saturacion y se calcularon el nimero de sitios de
unién (Bmax; pmoles/g tejido) y la constante de disociacién (Kp; nM) mediante un
andlisis de Scatchard. Las diferencias estadisticas entre los grupos tratados y el grupo
control se analizaron mediante una t-Student. Se consideré estadisticamente

significativo una p<0.05.
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lll.4. Ensayos funcionales

lll.4.1.- Ensayos funcionales in vitro. Determinacion del antagonismo al receptor
H; en ileo aislado de cobayo y del antagonismo al receptor a.-adrenérgico en

vaso deferente de rata estimulado eléctricamente.

Los animales (n= 6-12 por grupo de tratamiento) fueron sacrificados y se
diseccionaron el segmento terminal del ileo y el vaso deferente desde el epididimo
hasta la préstata respectivamente. Estos tejidos se colocaron en el bafo de érganos
(Letica Instr, Espana) termostatizado a 37°C y en solucion fisiologica Tyrode en

estudio Hy y de Krebs en estudio o, (Doxey & Roach, 1980).

Las preparaciones se dejaron estabilizar durante aproximadamente 45 minutos.
La estimulaciéon eléctrica del vaso deferente se indujo mediante un estimulador

Harvard (3 ms, 20V y 0.1Hz de frecuencia y 10 ms de latencia entre estimulaciones).

Se ensayaron los correspondientes agonistas, Histamina en dosis Unica (0.6 uM)
y Clonidina en concentraciones acumuladas (1 nM a 10 uM) de volumen fijo de 0.2 ml
cada 3 minutos. A continuacion se determiné el efecto de distintas concentraciones de
los compuestos a ensayar sobre las contracciones inducidas por los agonistas. Las
respuestas, en milimetros de contraccion, se obtuvieron mediante un transductor
isométrico acoplado a un poligrafo LE 4000 (Letica Instr., Espafna). Como controles
positivos se utilizaron antagonistas especificos como Mepiramina y Yohimbina

respectivamente.

Se calcularon los porcentajes de inhibicidén de la respuesta del agonista inducida
por el antagonista. Por regresion lineal se hallaron las Cls, (concentracion de
compuesto que inhibe la respuesta contractil del agonista un 50%) y en el caso de la
respuesta al receptor op-adrenérgico el valor de pA, (logaritmo negativo de la
concentracion molar del antagonista competitivo que reduce el efecto de una doble

dosis del agonista al de una).
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lll.4.2.- Ensayos funcionales in vivo. Determinacion del antagonismo a los

receptores 5-HT.x Yy 04 en la rata anestesiada y desmedulada

Las ratas (n= 6-12 por grupo de tratamiento) fueron anestesiadas por inyeccion
intraperitoneal de Pentobarbital sédico (60 mg/kg). A continuacion se canulé la traquea
(respiracion asistida con el Rodent Ventilator, mod. 683, Harvard), la arteria carétida
izquierda (monitorizacién de la presion sanguinea, transductores Statham, SensoNor
ref 840 Lectromed) y la vena femoral derecha (administracién de los compuestos). La
canula y transductores de presion arterial se cebaron con solucién salina heparinizada
(100 Ul/ml). El animal también se hepariniz6 a través de la vena femoral con la misma
solucién de heparina sédica. Se desmedulé a los animales mediante el método de
Gillespie et al (1970).

En el estudio del antagonismo a o4, ademas se realizd una vagotomia bilateral y
se bloqueron los receptores B-adrenérgicos mediante administracion endovenosa de

propanolol (1 mg/kg).

Se dejaron estabilizar los registros de los animales aproximadamente 30 min. A
continuacion se administraron por via endovenosa los agonistas 5-HT2a y o4, a-ME 5-
HT (25 pg/kg) y methoxamine (50 pg/kg) respectivamente, determinandose su
respuesta presora en mmHg. Los registros de presion sanguinea se realizaron con un
poligrafo MT8P-Lectromed (Letica Instr.). A los 15 minutos se administraron los
compuestos a evaluar por via endovenosa y 5 min después se repitieron las dosis de
agonista.

Se evaluaron cuatro dosis por compuesto de entre 0.003 a 0.03 mg/Kg en el
estudio del antagonismo a 5-HT,n y de 0.001 a 0.6 mg/kg en el estudio del
antagonismo a o;. Como controles positivos se utilizaron antagonistas especificos de
estos receptores, Ketanserina (0.003 a 0.06 mg/kg) y Prazosina (0.003 a 0.06 mg/kg)

respectivamente.

Se cuantificé el efecto inhibitorio de los compuestos sobre el incremento de
presion arterial media (PAM) inducida por los agonistas. Se calcularon las Dlsy por

regresion lineal.
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l1l.5. Modelos Conductuales

En todos estos modelos, los compuestos a ensayar se administraron a dosis
farmacoldégicamente equipotentes y por via oral mediante sondaje intragastrico,

excepto que se indique otra via.

llI.5.1 Modelos Conductuales Predictivos de Actividad Antipsicoética

lll.5.1.1.-Inhibicion del comportamiento de escalada (‘climbing behaviour')
inducido por Apomorfina en raton.

La compulsién de escalar inducida por Apomorfina (agonista dopaminérgico
mixto D./D+, que a dosis elevadas actua preferentemente a nivel del receptor D, post-
singptico), debe ser inhibida por compuestos con actividad antagonista sobre el
receptor D..

Se realizaron cuatro estudios complementarios en distintos tiempos y vias de
administracién. En todos estos ensayos se afadieron grupos controles, tratados
Unicamente con vehiculo. El tamafio muestral utilizado fue de n=10-20 ratones por

grupo de tratamiento.

En todos, la Apomorfina se administr6 a 1 mg/kg sc, dosis que se considera
elevada, a fin de bloquear receptores D, post-sinapticos, y que en estudios
preliminares inducia la puntuacion maxima de escalada en el 90% de los animales

tratados con vehiculo.

La evaluacion se realiz6 10, 20 y 30 min después de la administracién de
Apomorfina siguiendo el método de P. Protais et al (1976). Se colocaron los ratones en
la base de una caja rectangular (11x7.5x4.5 cm) de metacrilato, con una de las caras
de malla metalica de 3 mm. Cada animal se observo durante 2 min. por evaluacion y
se puntud de acuerdo al numero de patas con las que se agarraba a la malla, segun la
siguiente escala: 4 puntos cuatro patas en la malla, 3 puntos tres patas, 2 puntos dos
patas, 1 punto una pata y 0 puntos patas en la base (Fig. 9).
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Fig.9. Prueba del comportamiento de escalada. A: animal tratado con

vehiculo + Apomorfina. B: animal tratado con compuesto antagonista
D, + Apomorfina

Los tres ensayos realizados se detallan a continuacion:

Estudio via oral. Abaperidona-HCI 0.0625, 0.125, 0.25 y 0.5 mg/kg;
Risperidona 0.078, 0.156, 0.312, 0.625 y 1.25 mg/kg; Clozapina 5, 10, 15y
20 mg/kg; Haloperidol 0.25, 0.50, 0.75 y 1 mg/kg y Olanzapina 1.25, 2.5y 5
mg/kg. La inyeccion de Apomorfina se realizd a los 30 tras la administracion
de los compuestos.

Estudio via intraperitoneal. Abaperidona-HCI y Risperidona a las dosis de 0.1,
0.25 y 0.5 mg/kg. La inyeccion de Apomorfina se realizé a los 30 tras la
administracién de los compuestos

Estudio a lo largo del tiempo via oral. Se probaron en paralelo
Abaperidona-HCI y Risperidona, dosis de 0.5 mg/kg, mas grupo control. Los

animales de este grupo control se repartieron al azar entre los distintos
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tiempos de valoracién. La inyeccion de Apomorfina se realizé alas 2,4,6y 8
h tras la administracién de los compuestos.

Se obtuvieron las sumas de puntuacion por animal y se determinaron las medias
de puntuacion por grupo de tratamiento. Se calcularon los porcentajes de inhibicién de
los grupos tratados respecto al grupo control, que se consider6 el 100% y se hallaron
las Dlso, con los correspondientes intervalos de confianza del 95%, mediante un

analisis de regresion lineal.

lll.5.1.2- Inhibicion de la hiperactividad inducida por Apomorfina, p-cloro-
Anfetamina (PCA) o Dizocilpina (MK801) en raton.

La Apomorfina y el PCA (agonistas dopaminérgicos que a dosis elevadas actuan
mayoritariamente a nivel de los receptores D, post-sinapticos y pre-sinaptico
respectivamente) y el MK801 (bloqueante del canal iénico del receptor NMDA) inducen
un aumento de la actividad motora en el animal de experimentacién. Esta
hiperactividad es revertida si el compuesto en estudio bloquea de manera general los

receptores D, o activalos receptores NMDA respectivamente.

Para medir la actividad motora se utilizd6 un Actimetro DAS 16 (Panlab sl). Se
trata de un sistema para la adquisicion automatica de datos procedentes de cuatro
unidades sensoras (Fig 10). Estas unidades detectan los desplazamientos de los
animales por variacion de la frecuencia de la red inductancia/conductancia. La
sensibilidad de las sensoras se gradua a fin de evitar el contaje de pequefos
movimientos de aseo y olisqueo. El ordenador transforma las sefiales recibidas de las

sensoras en un valor arbitrario, sin unidades, que se denomina numero de contajes.
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Fig. 10. Detalle de una sensora del Actimetro DAS 16 (Panlab sl). Consta en la parte
superior de la arena de experimentacion, en la parte inferior la unidad de contajes y un

(o]

perimetro cuadrangular con células de rayos infrarrojos que permite el contaje del n°
de rearings.

Los compuestos y dosis utilizados en los tres ensayos se detallan a continuacion:

e Estudio hiperactividad inducida por Apomorfina. Abaperidona-HCI vy
Risperidona 0.0625, 0.125, 0.25 y 0.5 mg/kg; Olanzapina0.625, 1.25, 2.5y 5
mg/kg; Clozapina 2.5, 5.0, 7.5 y 10 mg/kg y Haloperidol 0.10, 0.25, 0.5 y 1
mg/kg

e Estudio hiperactividad inducida por PCA. Abaperidona-HCI, Risperidona vy
Haloperidol 0,065, 0,125, 0,25y 0,5 mg/Kg y Clozapina 2, 4, 8, y 16 mg/Kg.
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e Estudio hiperactividad inducida por MK801. Abaperidona-HCI, Risperidona y
Haloperidol 0,1, 0,25, 0,5 y 1.0 mg/kg; Olanzapina 1.0, 2.0, 4.0 y 8.0 mg/kg;
Clozapina 2.5, 5.0, 10.0 y 20.0 mg/kg.

En el tiempo 0 los animales se administraron con los compuestos a ensayar y se
colocaron en la arena de experimentacion. La Apomorfina (1 mg/kg) y el PCA (5
mg/kg) se administraron subcutaneamente 60 min y el MK-801(0.5 mg/kg) 30 min
después, respectivamente, de la administracion de los compuestos. Estas dosis se
escogieron sobre la base de estudios preliminares como las primeras dosis que
indujeron aumento significativo de la actividad motora respecto a animales tratados

con vehiculo.

El tamafio muestral fue de n = 6-10 grupos de 3 animales que se valoraron
simultdneamente en la misma jaula / por grupo de tratamiento. La valoracién de la

actividad motora se realizé durante 60 min.

En cada estudio se obtuvieron los porcentajes de inhibicion de los grupos
tratados respecto al grupo control y se calcularon las correspondientes Dlsy con

intervalos de confianza del 95% mediante un analisis de regresion linear.

l11.5.1.3- Inhibicion de los déficits sensorimotores (Prepulse inhibition, PPI)
inducidos por Apomorfina o Fencicilidina (PCP) en rata.

El PPI es una medida de la habilidad de un sujeto para procesar la informacion.
Cuando un estimulo que ‘asusta’, llamado pulso, es precedido por un estimulo débil
que ‘previene’, denominado prepulso, la respuesta al susto es menor. La disminucion
del procesamiento sensorimotor se detecta tanto en humanos (esquizofrénicos) como
en ratas (inducido por psicomiméticos). Este fendmeno puede cuantificarse. Se utilizé
un Animal Acoustic Startle System (Coulburn Instr.) (Fig. 11y 12).

Este aparato permite programar secuencias distintos estimulos acusticos o
sonidos (ensayos) que se utilizan como pulsos y prepulsos. Los sonidos, tonos y
ruidos, se calibraron regularmente mediante un sonémetro Rion NL-05 en escala
dB(A). Durante todo el estudio se mantuvo un ruido de fondo (background noise) de
61dB(A).
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Fig. 11. Animal Acoustic Startle System. Camara de insonorizacion en el que sea
hallan las sensoras y los altavoces. En la poyata, de izquierda a derecha: los
amplificadores, la torreta de control del tipo de ondas emitidas-recibidas, ordenador en
el que se programan los trial y digitaliza la senial de respuesta.
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Fig. 12. Animal Acoustic Startle System. Detalle del interior de una caja de
insonorizacion. Se observa centrado el altavoz que emite ruidos (el de tonos se halla
en la tapa superior no visible en la foto), esta rodeado de 4 plataformas-sensoras- con
jaulas para ratas. En la zona superior de la imagen se observa la rejilla del ventilador
que emite un ruido de fondo continuo y regular (background noise) durante todo el
experimento.

La prueba consistié en medir, durante un intervalo de 200 ms, los cambios de
presion ejercidos por el animal sobre la plataforma, al asustarse ante los distintos
estimulos acusticos, segun la metodologia modificada de Rigdon & Viik (1991). Consta
de cuatro tipos de ensayos repartidos aleatoriamente 10 veces cada uno, tal como se
detalla en la tabla 9.
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Tabla 9. Descripcion de los tipos de ensayos realizados en la prueba del PPI

Tipo de ensayo

tipo 1 Frec.1®  dB1° duracioén ISI tipo2°  Frec.2®  dB2° duracion Tl
estim. estim. estim. (ms) (ms)  estim. estim. estim. (ms) (s)

T1 (PULSO)

T2 (PP+P)

T3 (PREPULSO)

T4 (NULO)

Ruido blanco 123.0 40 15
tono 1kHz 92.0 50 100 Ruido blanco 123.0 40 15
tono 1kHz 92.0 50 100 Ruido blanco 0 1 15
Ruido blanco 0 1 15

PP: prepulso // I1SI: intervalo inter-estimulo // ITl: intervalo inter-ensayo // ruido blanco: presenta
todas las frecuencias

Estos cambios de presion o ‘picos’ se digitalizan dando lugar a la variable

amplitud de respuesta (ASR, amplitude startle response) que se mide en gramos. Esta

variable se transforma en el porcentaje de prepulse inhibition-PPI (%PPI): 100-(ASR
de T2*100/ASR deT1).

El test se realizd en tres dias, de los cuales los dos primeros fueron de seleccién

de animales. Los animales fueron seleccionados de acuerdo con el siguiente criterio:

El % de PPI fuera igual o mayor del 60%

La diferencia de ASR en T1 y en T2 fuera estadisticamente significativa
(p<0.05) al compararse mediante el test de Wilcoxon de datos pareados.
Los coeficientes de variacion (CV= [DE/media]*100) de T1 y T2 no fueran
mayores de 90 ya que podia inducir una excesiva dispersion de los
resultados el dia de la prueba.

Al tercer dia los animales seleccionados se asignaron aleatoriamente a los

grupos de estudio:

Inhibicién del PPl inducido por Apomorfina: vehiculo (agar 0.25%),
Abaperidona-HCI (0.5 y 1 mg/kg), Risperidona (0.5 y 1 mg/kg) o
Clozapina (20 y 30 mg/kg). A los 20 min, los animales recibieron
Apomorfina (0.5 mg/kg sc) o vehiculo (sc)

Inhibiciébn del PPl inducido por PCP: vehiculo (agar 0.25%),
Abaperidona-HCI (0.5 y 1 mg/kg), Risperidona (0.5 y 1 mg/kg),
Olanzapina (3.5 y 7.5 mg/kg), Clozapina (10 y 30 mg/kg), Prazosina (0.5
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y 1 mg/kg). A los 20 min, los animales recibieron PCP (3 mg/kg sc) o
vehiculo. Al haber un nimero superior de grupos experimentales que en
el ensayo anterior, primero se realizé la prueba con las dosis bajas y sus
grupos control (agar Y PCP) y después las dosis superiores con sus
correspondientes grupo control (agar Y PCP).

El tamano muestral utilizado fue de n=12 a 16 ratas por grupo de tratamiento.

Tras la administracién de Apomorfina o PCP, los animales fueron colocados en
la camara de insonorizacion, y se programaron 10 min de habituaciéon antes de

empezar la prueba.

En el estudio con Apomorfina se utilizaron ratas Wistar mientras que en el
estudio con PCP se utilizaron ratas Sprague-Dawley. Esta descrito la influencia de la
eleccion de cepa, tanto en rata como ratén, en los resultados de esta prueba y las dos
cepas de rata elegidas muestran distinta respuesta al PPl segun el tipo de ensayo a
realizar (Rigdon GC, 1990; Swerdlow et al., 1998; Dulawa & Geyer, 2000).

Se calcularon las medias de %PPI por grupo de tratamiento. Para comparar los
grupos de tratamiento se realiz6 un analisis de la variancia, ANOVA, seguido de un
test de Dunnett. Se analiz6 la posible existencia de sesgo experimental por el hecho
de repetir la prueba en dias sucesivos. Se comparé mediante un t-Student Test de
datos pareados las variables %PPI| del primer dia respecto la del tercer dia de los
grupos vehiculo-vehiculo. La validez del modelo experimental se comprobd mediante
una t de Student comparando los grupos vehiculo-vehiculo respecto a los vehiculo-
apomorfina/PCP. En el caso del estudio con PCP, ademas se comprobd la
homogeneidad de los grupos control (control-0.5-control respecto control-1-control y
control-0.5-PCP respecto control-1-PCP) mediante un t-Student Test. En todos los
casos, se considero estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

ll.5.1.4- Inhibiciéon de las sacudidas de cabeza (‘'Head-twitches') inducidas
por DOI [1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-aminopropano] en ratén NMRI.

El grado de inhibicion de las sacudidas de cabeza inducidas por DOI, potente
agonista selectivo de los receptores 5HT,, se ha correlacionado directamente con la
actividad antagonista de los compuestos sobre los receptores 5HT,a principalmente.
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Se realizaron dos estudios complementarios por distintas vias de administracion.
En todos estos ensayos se anadieron grupos controles, tratados Unicamente con
vehiculo. El tamafio muestral utilizado fue de n=9-12 ratones/grupo de tratamiento. Las

dosis y vias utilizados se detallan a continuacion:

e Estudio por via oral. Abaperidona-HCI 0.0312, 0.0625, 0.125 y 0.25
mg/kg, Risperidona 0.0075, 0.0156, 0.0312 y 0.078 mg/kg, Haloperidol y
Clozapina de 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/kg y Olanzapina de 0.025, 0.05, 0.1
y 0.2 mg/kg.

e Estudio por via intraperitoneal. Abaperidona-HCI 0.025, 0.05 y 0.1 mg/kg
y Risperidona 0.005, 0.01 y 0.02 mg/kg.

Los animales fueron administrados con DOI (3 mg/kg, ip) 60 min después de la
administraciéon de los compuestos a ensayar. La dosis de DOI se escogié en estudios
preliminares como la dosis que inducia una aparicion de un namero igual o superior a

9 sacudidas de cabeza en el 80% de los animales control.

Se contabilizaron el numero de sacudidas de cabeza realizadas por animal

durante 5 min, de los 65 a los 70 min tras la administracién del compuesto.

Se calcul6 la media del numero de sacudidas por grupo de tratamiento y se hallé
el porcentaje de inhibicién respecto al grupo control, el cual se considerd el 100%. Se
calcularon las correspondientes Dls, con intervalos de confianza del 95% mediante un

analisis de regresion linear.

ll.5.1.5.- Reversion de la hipolocomocion inducida por mCPP [1-(3-
clorofenil)piperazina] en ratas.

La inhibicién de la hipolocomocién inducida por mCPP, agonista parcial 5HToc,
se ha correlacionado directamente con la actividad antagonista de los compuestos
sobre estos receptores en las areas limbicas y estriado.

Los animales se administraron con mCPP (2 mg/kg ip) o suero fisiolégico al 0.9%
(control negativo) 45 minutos después de la administracién de los compuestos e
inmediatamente fueron colocados en la arena de experimentacion. Veinte min después
se realizd la valoracién de la actividad motora mediante un Videomex-X System

(Columbus Instr.). Este aparato consta de una camara de video que sigue el
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desplazamiento del animal por la arena, y esta conectada a un programa que convierte
la sefal en distancia en cm y guardando el trazado del desplazamiento (Fig. 13).

Se utilizé este aparato, en lugar del actimetro empleado en las otras pruebas de
actividad motora, consideradas mas de cribado, para poder evaluar el tipo de recorrido
en la arena y determinar diferencias entre grupos de tratamiento, posibles indicadoras
de ansiedad u otros trastornos. No se observaron patrones distintos de
comportamiento, por lo que no se ha considerado este pardmetro en los resultados.
Ademas, al ser una arena de mayor tamano permite utilizar ratas, por lo que se

obtienen datos de dos especies en actividades motoras.

El desplazamiento (en cm) efectuado por los animales se registré durante 10 min
en intervalos de 2.5 min. El intervalo final de 7.5-10 min se desestimé en los célculos
debido a la pérdida del efecto del mCPP, lo que daba lugar a una convergencia de
resultados entre los distintos grupos de tratamiento.
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Fig. 13. Esquema del Videomex-X System, visto por detrdas. Se muestran las
conexiones entre la camara de video, el convertidor de sefal (Videomex-X) y el
ordenador.
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Se obtuvo la distancia total recorrida por animal en 7.5 min. Las distribuciones de
datos mostraron elevada variabilidad, muchas no se ajustaron a la Normal (p<0.05),
por lo que al intentar comparar los grupos de tratamiento respecto al control-mCPP no
se cumplian los requisitos iniciales de Normalidad (p=0.0162). Por este motivo, se
utilizaron pruebas estadisticas no paramétricos. Se validé el método comparando la
distancia recorrida por el grupo control negativo respecto al grupo vehiculo-mCPP
mediante a un test U-Mann-Whitney. Para comparar los efectos de los compuestos, se
realiz6 una Kruskal-Wallis, seguida de un test de Dunn. Se consideré estadisticamente
significativo un valor de p<0.05.

l1l.5.1.6- Proteccidn a la letalidad inducida por Noradrenalina en raton.

Los animales se administraron con noradrenalina (1.25 mg/kg, ev)-agonista
adrenérgico- 30 min después de la administracion de los compuestos. Esta dosis se
escogié como la dosis minima que inducia una mortalidad del 90 al 100 % en animales

tratados con vehiculo.

Los compuestos y las dosis ensayadas fueron: Abaperidona-HCI y Risperidona 4
dosis dentro del rango de 0.03 a 0.1 mg/kg, Haloperidol de 0.05 a 3.2 mg/kg,
Clozapina de 0.1 a 6.4 mg/kg, Olanzapina dosis de 1, 2, 4 y 8 mg/kg y Prazosina dosis
de 0.1, 0.4 y 0.8 mg/kg. Se incluyé Prazosina -antagonista o4-adrenérgico- como
control positivo.

El tamano muestral utilizado fue de n = 10-15 por cada grupo de tratamiento.

Se contabilizé el nimero de animales que sobrevivi6 a los 15 min de la
Noradrenalina. El porcentaje de proteccién por grupo de tratamiento se calculé como
[(n® animales supervivientes/n® animales administrados)* 100]. Se calcularon las
correspondientes DEsy con intervalos de confianza del 95% mediante un analisis de

regresion linear.
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111.5.2 Modelos Conductuales Predictivos de Efectos Adversos Relacionados con
el Mecanismo de Accidn

ll.5.2.1-Induccion de catalepsia en ratas tras tratamiento agudo vy
subagudo.

La induccibn de catalepsia es una caracteristica de los antipsicéticos
considerados tipicos y esta prueba se considera predictiva de los efectos EPS. Se

realizaron tres estudios por distintas vias y duracion:

« Estudio agudo via oral. Se administraron las siguientes dosis de cada
producto: Abaperidona-HCI 5, 7.5, 10, 12.5 y 15 mg/kg; Risperidona 2.5,
3.75, 5, 7.5 y 10 mg/kg; Haloperidol 0.625, 1.25, 2.5 y 5 mg/kg; Clozapina 10,
25, 50 y 75 mg/kg y Olanzapina 10, 20 y 40 mg/kg. El tamafo muestral
utilizado fue de n = 10-20.

« Estudio agudo via intraperitoneal. Abaperidona-HCI 7.5, 10, 12.5, 15y 17.5
mg/kg y Risperidona 6.25, 7.5, 10, 12.5 y 15 mg/kg. El tamafo muestral

utilizado fue de n = 10-15 .

« Estudio subagudo (17 dias) via oral. Abaperidona-HCI, Risperidona y
Haloperidol a una dosis de 5 mg/kg y con un grupo control comun, ademas
de otro grupo de Risperidona a la dosis de 3.125 mg/kg con su
correspondiente control ya que se realizé con posterioridad. El tamafo

muestral fue de n =5.

En los tratamiento agudos los animales se evaluaron a los 30, 60, 90, 120, 180 y
300 min tras la administracion de los compuestos a ensayar. El tratamiento subagudo,
con una duracién de 17 dias, los animales se administraron y evaluaron diariamente,

aunque se suprimié la valoracién de los 30 min a fin de minimizar manipulaciones.

La valoracién se realiz6 basada en el método de C. Morpurgo (1965). Se utilizé
un taco de madera de (9x3x3 cm). Las patas delanteras de cada animal se colocaron
con cuidado en distintas posiciones sobre este taco. El grado de catalepsia se puntu6
de acuerdo con la siguiente escala: "2 punto por cada pata que permanecié 10 s en la
cara de 3 cm del taco, 1 punto por cada pata que permanecié 10 s en la cara de 9 cm
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del taco y 1 punto adicional si el animal mantuvo 10 s un cruzamiento homolateral (Fig.
14).

Se obtuvo la suma de puntos por animal en cada evaluacién. El porcentaje de
catalepsia se calcul6 respecto a la puntuacién maxima posible (4 puntos = 100% de
catalepsia). Se calcularon las correspondientes DEsy con intervalos de confianza del
95% mediante un andlisis de regresion linear, utilizando siempre los porcentajes en los

que la induccién fue maxima por cada grupo de tratamiento.

Para el estudio subagudo se comprobd si existian diferencias en el incremento
de peso semanal de los animales tratados respecto a los animales control mediante
una ANOVA y una t-Student para el grupo de Risperidona de 3.125 mg/kg respecto a
su control. Se consideré estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

Fig. 14. Catalepsia. Demostracion de las posiciones utilizadas para la
valoracion, A.posicion de 3 cm; B: posicion de 9 cm; C: cruzamiento
homolateral.
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lll.5.2.2-Inhibicion de la estereotipia inducida por Apomorfina o d-

Anfetamina en ratas.

Se ha correlacionado positivamente un elevado bloqueo de los receptores D, en
el sistema nigroestriado con la induccién de catalepsia y estereotipia en los animales
de experimentacién, pruebas con un elevado grado de prediccién de la posterior
aparicion de EPS en humanos. Se evalu6 el efecto de Abaperidona:HCI en esta
prueba.

e Estudio con Apomorfina Abaperidona-HCI 5, 10, 20 y 40 mg/kg, Risperidona
5, 7.5, 10, 12.5 mg/kg, Haloperidol 0.5, 1, 2 y 4 mg/kg, Olanzapina 5, 10 y 20
mg/kg y Clozapina 50 y 100 mg/kg. El tamano muestral utilizado fue de n =
15-20

e Estudio con d-Anfetamina. Abaperidona-HCI 2.5, 5, y 10 mg/kg; Risperidona
1.25, 2.5 y 5 mg/kg; Haloperidol 0.32, 0.65y 1.25 mg/kg, Clozapina 50, 100 y
150 mg/kg y Olanzapina 5, 10 y 20 mg/kg. El tamafno muestral utilizado fue
de n=10-15.

La estereotipia se evalu6 mediante una escala de puntuaciones arbitraria: (0) el
animal no realiza ningiin movimiento anormal; (1) presencia de ligeros movimientos de
cabeza y olisqueo intermitente; (2) movimientos intensos con la cabeza, ligeros
lametones a la jaula y olisqueo continuado y (3) intensos lametones, olisqueo
continuado, movimientos de cabeza muy exagerados y boca llena de viruta. A veces
se otorgd una puntuacién intermedia (2-3) cuando ademas de los movimientos tipicos

de (2) el animal mordisqueaba la viruta.

Los agonistas dopaminérgicos se inyectaron a los 30 min (d-Anfetamina, 3 mg/kg
sc) y 2 h (Apomorfina,1.5 mg/kg s.c), respectivamente, tras la administracion de los
compuestos. Esta dosis se escogieron como las dosis que inducian una estereotipia
con puntuacion superior a 2 en el 100% de los animales tratados con vehiculo.
Ademas, al ser dosis elevadas, se considera que inducen una accion preferente sobre
los receptores D,. Las valoraciones de los signos de estereotipia se realizaron a los
10, 20, 30, 60 y 90 minutos tras la administracion de los agonistas.
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Se calculé la media de puntuacion por grupo de tratamiento y se hallé el
porcentaje de inhibicidn respecto al grupo control. Se calcularon las correspondientes

Dlso con intervalos de confianza del 95% mediante un andlisis de regresion linear.

ll1.5.2.3-Inhibicion del comportamiento de aseo (‘grooming’) inducido por
SKF-38393 en raton.

El SKF-38393 es agonista selectivo del receptor D;. Esta prueba se utiliza para
determinar la actividad antagonista de los productos sobre el receptor D, in vivo.

Los animales se distribuyeron entre los siguientes grupos de tratamiento:
Abaperidona-HCI y Risperidona 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/kg; Haloperidol y Clozapina
0.125, 0.25, 0.5 y 1.25 mg/kg; Olanzapina 0.25, 0.5y 1 mg/kg.

El tamano muestral utilizado fue de n = 10-15 ratones/grupo de tratamiento.

El SKF-38393 (2.5 mg/kg ip) se administr6 a los 60 min tras la administracién de
los compuestos. A los 15 minutos se inicia la valoracién. Se determiné el tiempo (s)
que los ratones emplean en aseo durante un periodo de 15 min que dura la

observacion.

Se calcul6 la media del tiempo de aseo (s) por grupo de tratamiento y se hallo el
porcentaje de inhibicion respecto al grupo control. Se calcularon las correspondientes

Dlso con intervalos de confianza del 95% mediante un analisis de regresion linear.

lll.5.2.4-Actividad Motora Espontanea en rata.

Los antipsicoticos inducen hipolocomocién/sedacién. Para evaluar este posible
efecto en Abaperidona-HCI se utiliz6 un Videomex-X System (Columbus Instr.) que
como se ha comentado anteriormente, permitia seguir y grabar la trayectoria del

animal, asi como cuantificar la distancia recorrida en cm.

Los compuestos y dosis estudiados se detallan a continuacién: Abaperidona-HClI
0.25, 0.5, 1, 2 y 4 mg/kg; Risperidona 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 2 mg/kg; Haloperidol 0.1, 0.25,
0.5y 1 mg/kg; Clozapina 2.5, 5, 10 y 20 mg/kg.

El tamafo muestral utilizado fue de n=10-12 ratas por grupo de tratamiento.
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Los animales se administraron con los compuestos a ensayar 30 min antes de
valorar su actividad motora. Los animales se probaron siempre en parejas, un tratado
y un control (vehiculo). La actividad motora se midi6 durante 60 min. Se calcul6 la
media de la distancia recorrida por grupo de tratamiento y se hall6 el porcentaje de
inhibicion respecto al grupo control. Se calcularon las correspondientes Dlsy con

intervalos de confianza del 95% mediante un analisis de regresion linear.

Al obtenerse distribuciones de datos con elevada variabilidad no se ajustaron a
la Normal en algunos casos, por lo que se aplico tests estadisticos no paramétricos. La
homogeneidad de los grupos control se comprobé mediante un test de Kruskal-Wallis.
Ademas se hall6 la primera dosis que disminuia significativamente la actividad motora
de los animales tratados respecto a los controles mediante un test U-Mann-Withney.
Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p<0.05.

11l.5.2.5- Proteccidn a la letalidad inducida por Fisostigmina en raton.

Los animales se administraron con fisostigmina (1.3 mg/kg, ip)-inhibidor de la
Acetilcolina esterasa- 30 min después de la administracion de los compuestos. Esta
dosis se escogié como la dosis minima que inducia una mortalidad del 90 al 100 % en

animales tratados con vehiculo.

Los compuestos y las dosis ensayadas fueron Abaperidona-HCI, Risperidona y
Haloperidol 4 y 8 mg/kg; Clozapina 1.56, 3.125, 6.25, 12.5 y 25 mg/kg y Olanzapina
0.25,0.5, 1, 2.5y 5 mg/kg.

El tamano muestral utilizado fue de n = 10-15 por cada grupo de tratamiento.

Se contabilizé el numero de animales que sobrevivio a los 60 min. El porcentaje
de proteccion por grupo de tratamiento se calculé como [(n® animales supervivientes/n®
animales administrados)* 100]. Se calcularon las correspondientes DEsy con intervalos

de confianza del 95% mediante un andlisis de regresion linear.
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ll.6. Determinacion de Efectos Neuroendocrinos vy Cardiovasculares

relacionados con el mecanismo de accion.

lll.6.1. Determinacion de los niveles de prolactina en suero de rata.

Los animales fueron administrados con los compuestos a ensayar (5 mg/Kg/dia)
o vehiculo (agar 0.25%). Se repartieron en dos grupos que fueron administrados 1y 3
dias consecutivos respectivamente. El tamarno muestral fue de n= 5 ratas/grupo. Tres
horas después de la ultima administracién, los animales fueron decapitados y se
obtuvieron muestras de 2 mL de sangre. Los niveles de prolactina se determinaron

mediante un kit comercial de RIA (Amersham Pharmacia).

Las diferencias en los niveles de prolactina inducidos por los distintos
tratamientos y dias, se analizaron mediante una ANOVA seguida de un test de
Bonferroni para las comparaciones dos a dos. Se considerd estadisticamente
significativo un valor de p<0.05.

ll1.6.2. Determinacion de la presion arterial y frecuencia cardiaca en rata

consciente.

Se realizaron dos estudios, uno en administracion oral y otro en administracion

endovenosa.

En cada rata se implant6 un catéter en la arteria femoral izquierda, que se pasé
por debajo de la piel de la region dorsal hasta extraerlo por la nuca, dejando una
porcion externa de 3 a 4 cm. Este catéter se rellen6 con una cantidad predeterminada
de salino y heparina concentrada y se sell6 con un capuchdon metalico. La parte
externa del catéter dorsal se acopl6é a una extensién conectada a un 'swivel' (Harvard
Instruments) elevado 35 cm por encima de cada arena. Cada 'swivel' se conectd a
través de una llave de 3 valvulas a un transductor de presién (Statham, Lectromed)
colocado a nivel del corazén de cada animal. Este sistema permiti6 que las ratas se
moviesen con libertad en las arenas durante todo el experimento. En el estudio
endovenoso se implantdé un segundo catéter en la vena femoral izquierda, tal como se

ha descrito previamente, para permitir la administracién de los compuestos.

Se dej6 que los animales se recobrasen durante 17-18 h y se les analiz6 el
hematocrito, que debia mostrar los valores normales, para comprobar que la
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intervencion no habia producido hemorragia como consecuencia de la heparina

utilizada, antes de administrar los compuestos.

Una hora antes de la administracion, los valores basales de la presion arterial
(media=PAM; sistélica=PAS; diastolica=PAD) y la frecuencia cardiaca (FC) se
registraron con el poligrafo (Graphtec). En el tiempo t=0 se administré el compuesto o
vehiculo por via oral mediante sondaje intragastrico y se registraron los parametros

descritos entre 6y 22 h.

El tamafo muestral utilizado fue n= 5 ratas por grupo de tratamiento en ambos

estudios.

Se hallaron la media y desviacién estandar de las presiones arteriales PAS, PAD
y PAM [PAM=PAD+(PAS-PAD)/3], en mmHg, y la frecuencia cardiaca, en latidos por
minuto (bpm, beats per min), por grupo de tratamiento. El efecto del producto se refirié
respecto a los valores basales y se obtuvieron el incremento (A) de PAM y FC por

grupo de tratamiento.

Las comparaciones de las variables (A PAM y A FC) por grupo de tratamiento y
tiempo por cada compuesto respecto a los controles se realizaron mediante una
ANOVA seguida de un test de Dunnett.

En el estudio endovenoso los animales recibieron el vehiculo y una hora
después se administré el compuesto. En este caso, los valores absolutos de PAM y
FC fueron registrados durante 5 h. El andlisis de los datos se realiz6 mediante una
ANOVA de medidas repetidas, comparando el efecto del tratamiento respecto al valor
basal por grupo.
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IV.- RESULTADOS
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IV.- RESULTADOS

IV.1- Resultados de ensayos in vitroy ex-vivo.

IV.1.1.-Ensayos de radioligando.

Previamente a los ensayos de radioligando aqui descritos, se realizd una bateria
de cribado primario en un numero elevado de receptores centrales y periféricos a un
unico punto de 1 uM, calculandose el porcentaje de unién especifica. Aquellos cuya
afinidad fue menos potente del 10% se descartaron. Los receptores en los que el
compuesto obtuvo un rango de potencia superior al 10% fueron seleccionados para
realizar el cribado secundario, definiéndose la curva dosis respuesta completa y

calculando las K; correspondientes. Los resultados se resumen en la tabla 10.

Abaperidona se unié con afinidad de rango nM a varios receptores del sistema
nervioso central. Los resultados indican que Abaperidona present6 la afinidad mas
potente por los receptores Hy, a4, 5-HT2a y D3. También se observé elevada afinidad
por los receptores D, (animal y humano) y 5-HT.c, y una afinidad moderada por el
receptor 5-HT1a humano y en menor medida el receptor 5-HT14 animal y el Dy humano.
Abaperidona se uni6é con baja afinidad a todos los otros receptores estudiados (>100
nM).

La afinidad in vitro de Abaperidona por el receptor D, fue practicamente
equivalente a la de Risperidona o Haloperidol y claramente superior a la de Clozapina,
mientras que su afinidad por el receptor 5HT,5 de rata fue ligeramente menor que la
mostrada por Risperidona pero 30 veces superior a la de Haloperidol. La afinidad de
Abaperidona por el receptor H; fue tan potente como la de Clozapina. Sin embargo,
Abaperidona se diferencié de los antipsicéticos de referencia (Risperidona, Haloperidol
y Clozapina) en su afinidad por los receptores a-adrenérgicos. Abaperidona demostré
una afinidad de 7 a 40 veces superior por el receptor a4-adrenérgico que Risperidona 'y
Clozapina respectivamente. Por el contrario, la afinidad por el receptor o, adrenérgico

de Abaperidona fue minima comparada con la de Risperidona.
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Tabla 10. Perfil de union a radioligando de Abaperidona y los antipsicoticos de

referencia (K; nM).

Receptor Sp ABA HAL RIS CLz
D, Rata 239 145 251 235
D, Humano 44 17 27 29
D, Rata 12 10 19 399
Doshort Humano 13 11 19 —
D3 (%) Humano 7.6 4.0 — 812
D42 Humano 141 54 6.2 36
5-HT1a Rata 94 2888 491 —
5-HTa Humano 20 368 156 286
5-HTza Rata 2.6 75 0.94 —
5-HT,c Rata 12 — 3.5 47
5-HT; Rata > 2500 (%) — — —
5-HT,4 Cobayo 1547 > 2500 (*) > 2500 (*) > 2500 (*)
5-HTs Rata 138 — 1033 24
5-HT, Cobayo 629 — — 452
B Rata 2986 — 21916 25730
04 Rata 2.2 — 16 86
Oz Rata 236 — 43 466
Muscarinic Rata 1126 — 424 —
M, Humano 895 3018 4385 —
Mo Humano 1099 — — —
Sigma (o) Cobayo 491 1.5 4333 8524
H, Cobayo 1.3 — 5.7 2.4

ABA, Abaperidona; RIS, Risperidona; HAL,
de Clsp; —: No determinado

Haloperidol; CLZ, Clozapina. (*): Valores
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IV.1.2.-Ensayos de unidn ex-vivo.

Los resultados de este ensayo se resumen en la tabla 11 y Figura 15.
Abaperidona, Risperidona y Haloperidol demostraron un incremento de la Bpax
estadisticamente significativo comparado con la B del grupo control, tanto para el

receptor D, (cértex frontal y estriado) como el receptor SHT,a (cortex).

Sin embargo, la regulacién ascendente inducida por Abaperidona en los
receptores D, fue distinta segun el area cerebral implicada. En el estriado fue menor
que la inducida por Risperidona o Haloperidol, mientras que el efecto de Abaperidona
sobre los receptores D, en cortex frontal fue superior que el de Risperidona. Por el
contrario, Haloperidol indujo una regulacion ascendente de los receptores D,
equivalente en ambas areas. Asi mismo, Abaperidona y Risperidona se unieron a un

nuamero superior de receptores 5HT, del cértex que Haloperidol.

Tabla 11. Ensayos de union ex-vivo de Abaperidona y los antipsicoticos de referencia.

Compuesto Recept D, estriado D, cortex frontal Recept 5HT, cértex

Brax Ko Gl Bu Ko el B Ko omrel
Contro G soote 0% ony  ioos 0% igop  soos 0979
ABA tors w0017 095 Toss o2 097  loos  igep 0948
i foze 0025 09" oz ton0 098 Ggoy  igop 0970
HAL lo1r 0015 0% lga  ioi0 0% loqg  igos 0978

Los valores representan la media del numero de sitios de union (Bpax; pmoles/g tejido)
y de la constante de disociacion (Kp; nM) + esm de n=7-11 concentraciones de ligando,
por duplicado. Correl. Coef: Coeficiente de correlacion. * p<0.001 y ** p< 0.002 vs el
grupo control (t-Student test). ABA, Abaperidona; RIS, Risperidona; HAL, Haloperidol.
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Fig. 15. Union ex-vivo de Abaperidona, Risperidona y Haloperidol, 6umol/2mL/kg sc
durante 7 dias, a receptores D, en cdrtex frontal y estriado y receptores 5-HT,x en
cortex. Control: grupo administrado con vehiculo. n=10 animales por grupo de
tratamiento.
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IV.2- Resultados de ensayos funcionales in vitro e in vivo.

Para determinar de manera directa el tipo de efecto, agonista o antagonista, que
ejercia Abaperidona sobre los receptores en los que presentaba mayor afinidad (H+, o4
y 5HT,a), se realizaron ensayos funcionales. Ademas se incluyd el receptor op-
adrenérgico por el perfil de afinidad diferencial de Abaperidona respecto a
Risperidona. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 12.

Tabla 12. Resultados de los ensayos funcionales in vitro e in vivo.

Antagonista
Receptor  Modelo especifico ABA HAL RIS CLz
Rata vas Yohimbina
%2 S deferens® 7.24 7.52 - 7.91 5.88
g
< lleo Mepiramina
Hi = Gobayo® 2.700 1.50 6.50 940 055
o4 ©  Raa Prgztff(')”a 0.002 0.150 0011 0.100
'S desmedu-
: Cc .
BHT,a =  '2da Ketg%zeg””a 0.003 0.512 0.001  0.023

¥ Resultados expresados como valores de pA2; ® Resultados expresados

como Cls, nM; © Resultados expresados como Dls, mg/kg; --No
determinado. ABA, Abaperidona; RIS, Risperidona; HAL, Haloperidol; CLZ,
Clozapina.

IV.2.1.-In vitro.

Abaperidona demostré un potente antagonismo competitivo sobre el receptor Hy,

similar al de Clozapina y en el mismo rango que el antagonista especifico Mepiramina.

Sin embargo, Abaperidona presentd una actividad sobre el receptor oo-
adrenérgico en el rango de 107 nM, desplazando de forma paralela y hacia la derecha
la curva de Clonidina (Fig. 16) demostrando un perfil de antagonismo competitivo,

aunque mucho menos potente que el ejercido sobre los otros receptores mencionados.
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Fig 16. Efecto de distintas concentraciones de Abaperidona sobre la inhibicion
ejercida por clonidina de las contracciones inducidas eléctricamente en vaso deferente
de rata. ** p<0.01 y *** p<0.001 Abaperidona+clonidina vs clonidina (Student t-Test)

IV.2.2.-In vivo.

La presién arterial media (PAM) basal, obtenida en las distintas experiencias tras
la desmedulacion fue de 52.29+2.18 a 56.25+1.30 mmHg.

La obtenida tras la administracién de 25 mg/kg de a-Me 5-HT en el estudio del
efecto de los compuestos sobre los receptores 5-HT.n fue de entre 120 a 12546
mmHg, suponiendo un incremento de unos 70 mmHg equivalente a un aumento de
cerca del 140%. Tras la administracién de Metoxamina (50 ug/kg), la presion fue de
entre 105 a 110+ 3.7 mmHg, siendo un incremento de unos 53 mmHg, lo que supone
una 102% de aumento de la PAM. Este potente aumento de la presion arterial en
ambos estudios permitié estudiar dosis crecientes de los compuestos para hallar una
curva dosis-efecto completa.

-71-



Abaperidona. Antipsicético 5HT24/D2 y ats. Resultados

Abaperidona ejercié un antagonismo sobre los receptores 5-HT,a equivalente al
de los otros antipsicoéticos atipicos, Risperidona y Clozapina, y unas 170 veces mas

potente que el ejercido por Haloperidol, antipsicético tipico.

Abaperidona también demostré un potente antagonismo sobre el receptor o-
adrenérgico (Fig. 17), superior al de Risperidona, Clozapina y el antagonista

Prazosina.

Fig. 17.
Efecto de distintas
concentraciones
crecientes (0.001 a
0.006 mg/kg) de
Abaperidona por via
endovenosa sobre la
Mat 0,003 Met accion de 50 ug/kg de
metoxamina en la
presion arterial de rata
desmedulada .
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IV.3.- Resultados de modelos conductuales in vivo.

IV.3.1.-Resultados de los modelos predictivos de actividad antipsicoética.

Se realizaron modelos, considerados predictivos de actividad y relacionados con
los distintos sistemas de neurotransmisores implicados en la esquizofrenia: D,
dopaminérgicos, 5HT.poc serotoninérgicos, oq-adrenérgicos y glutamatoérgicos

(receptor NMDA). Los resultados se resumen en la Tabla 13 y la Fig. 18.

Tabla 13. Resultados de modelos conductuales predictivos de actividad antipsicotica.
Dlso mg/kg.

Sistema Modelo, v.o. ABA RIS HAL CLZ oLz
Escalada inducida por 0.24 0.29 0.31 15.40 2.61
Apomorfina en ratén (0.22,0.26) (0.24,0.36) (0.14,0.69) (10.1,23.4) (1.25,5.45)
Hiperactiv. inducida por 0.17 0.25 0.34 5.20 1.57

: Apomorfina en ratén (0.13,0.21) (0.18,0.36) (0.28,0.42) (3.64,7.43) (1.30,1.92)

D, -dopamina

receptor ) - .
Hiperactiv. inducida por 0.16 0.20 0.29 6.41 _
PCA en ratén (0.14,0.19) (0.15,0.29) (0.21,0.42) (5.51,7.47)
PPl inducido por 1.0 1.0 __ 30.0 __
Apomorfina en ratas * (p<0.05) (p>0.05) (p>0.05)

5-HTza SREBLEIEES Gelioa) 0.08 0.03 0.56 0.85 0.13

. inducidas por DOI en

serotonina raton (0.08,0.10) (0.03,0.04) (0.45,0.71) (0.56,1.31) (0.10,0.16)

Letalidad inducida por 0.05 0.12 3.04 1.34 5.27

a1 adrenérgico N, odrenalina en raton  (0.04,0.05) (0.10,0.15) (1.27,7.26) (0.97,1.86) (3.79,7.32)

) Hiperactiv. inducida por 0.23 0.25 0.45 4.80 2.05
NMDA-glutamato a1 en raton (0.22,0.25) (0.21,0.29) (0.31,0.67) (3.48,6.65) (1.77,2.38)
Modelo, i.p. ABA RIS HAL CLz oLz
D, -dopamina Escalada inducida por 0.16 0.13 __ - __
receptor Apomorfina en ratén (0.04,0.82) (0.09,0.20)

5-HT2a
serotonina

Sacudidas cabeza 0.03 0.01 (0.009

|ndyC|das por DOl en (0.03,0.05) 0.013) - - -
raton

Resultados expresados como Dlsy mg/kg (95%Cl); * Resultados expresados como
dosis estadisticamente significativas (p<0.05 Dunett’s test vs vehiculo+Apomorfina). —
No determinado. ABA, Abaperidona; RIS, Risperidona; HAL, Haloperidol; CLZ,
Clozapina; OLZ, Olanzapina.
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Fig. 18. Regresiones lineales del efecto de Abaperidona y los antipsicéticos de referencia,
dosis unica via oral, en modelos conductuales predictivos de eficacia. A: inhibicion de la
escalada inducida por Apomorfina (1 mg/kg sc) en raton. B: inhibicion de la hiperactividad
inducida por PCA (5 mg/kg sc) en ratéon C: inhibicion de la hiperactividad inducida por of
Apomorfina (1 mg/kg sc) en raton. D: inhibicion de la hiperactividad inducida por MK801 (0.5
mg/kg sc) en raton. E. inhibicion de las sacudidas de cabeza inducidas por DOI (3 mg/kg ip) en
raton. F:Proteccion a la letalidad inducida por noradrenalina (1.25 mg/kg ev) en ratdn. Los
datos son porcentajes de inhibicidn versus el grupo control. n= 10-15 por grupo de tratamiento.
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IV.3.1.1.-Mecanismos Dopaminérgicos.

Abaperidona demostré una potente actividad D in vivo, tal como se infiere de los
resultados de las cuatro pruebas realizadas: escalada, hiperactividades (Apomorfina y
PCA) y déficitis sensorimotores.

En primer lugar, Abaperidona inhibi6 potentemente el comportamiento de
escalada inducida por el agonista dopaminérgico Apomorfina en todas las vias de
administracion estudiadas (Tabla 13, Fig. 18). Ademas, Abaperidona presentd un
porcentaje de inhibicion del comportamiento de escalada de un 90% a las 2h por via
oral, manteniéndose hasta las 4 horas posteriores a la administracién de los
compuestos y siendo un 20% superior al de Risperidona de forma persistente (Fig.
19).

100,

—— Abaperidona 0.5 mg/kg

0 —— Risperidona 0.5 mg/kg

80

70

60

50

40 -

30 -

20

10

% Inhibicion del climbing inducido por apomorfina

N
N
»
o]

Tiempo (horas)

Fig. 19. Representacion del efecto de Abaperidona y Risperidona, a la dosis de 0.5
mg/kg vo, sobre el comportamiento de escalada inducido por apomorfina (1 mg/Kg sc)
en raton a las 2, 4, 6 y 8 h de la administracion del producto. Medias de los
porcentajes de inhibicion respecto al control por tiempo de valoracion.
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En segundo lugar, Abaperidona también inhibié potentemente la hiperactividad
inducida por Apomorfina y la actividad locomotora inducida por el psicoestimulante y
liberador de catecolamina, Anfetamina (Tabla 13, Fig. 18).

Los valores Dls, obtenidos por Abaperidona en estos tres modelos fueron
equivalentes a los obtenidos por Haloperidol y Risperidona y, al menos, de 30 a 10
veces mas potentes que los obtenidos por Clozapina y Olanzapina

respectivamemente, ambos débiles antagonistas D..

Finalmente, en la prueba de los déficits sensorimotores (Tabla 13, Fig. 20 y 21),
una vez comprobada la validez de la prueba (t=7.81, gl=109, p<0.000) y descartado el
sesgo experimental (t=0.58, gl=60, p=0.564) por repetir el ensayo tres dias seguidos,
se demostrd que existian diferencias entre los distintos grupos de tratamiento (F=2.34,
gl=6, p=0.039).

Se comprob6 que Abaperidona, a la dosis de 1 mg/Kg, inhibi6 de manera
estadisticamente significativa el PPI inducido por Apomorfina (p<0.05 t de Dunnet,),
pero no Risperidona ni Clozapina (p>0.05). Por otro lado, ninguno de los compuestos
tuvo efecto per se sobre el PPl (F=0.66, gl=6, p=0.681).

A: PRETRATAMIENTO: 0.25% AGAR B: PRETRATAMIENTO: APOMORFINA (0.5 mg/kg)
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Fig. 20. Efecto de Abaperidona, Risperidona y Clozapina vo, sobre los déficits
sensorimotores inducidos por Apomorfina (0.5 mg/Kg sc) en rata Wistar (n=12).
+p<0.05 grupos vehiculo-vehiculo vs vehiculo-apomorfina (t-Student); *p<0.05 grupos
compuesto-apomorfina vs vehiculo apomorfina (ANOVA, t de Dunnett).
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Fig. 21. Curvas representativas de la ASR de ratas Wistar administradas con distinto
tratamiento: 1) Abaperidona-Apomorfina, 2) Abaperidona-vehiculo, 3) vehiculo-
apomorfina y 4) vehiculo-vehiculo. Izquierda: Curvas de en un ensayo de tipo T1
(pulso). Derecha: Curvas de un ensayo de tipo T2 (prepulso+pulso).
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IV.3.1.2.-Mecanismos Serotoninérgicos

Se estudio el efecto in vivo de Abaperidona sobre dos tipos de receptores

serotoninérgicos centrales, 5-HToa y 5SHToc.

La potencia con que un compuesto antagoniza las sacudidas de cabeza
inducidas por DOI se correlaciona especificamente con su afinidad in vivo por el
receptor 5-HT,a (Arnt & Skarsfeldt, 1998; Barnes & Sharp, 1999). Abaperidona y
Risperidona inhibieron potentemente las sacudidas de cabeza en el ratdn, tanto por
via oral como por via intraperitoneal y, en un rango de potencia 7 veces superior al de
Haloperidol, aproximadamente 2 veces al de la Olanzapina y unas 10 veces al de
Clozapina (Tabla 13, Fig 18). Sin embargo, este tedricamente débil bloqueo in vivo de
Clozapina y Olanzapina volvera a tratarse en el apartado V.-Discusion.

En el modelo de la reversién a la hipolocomocion inducida por m-CPP (Fig. 22),
predictivo del antagonismo in vivo sobre los receptores 5HT,c, mayoritariamente de las
areas limbicas y estriado, se confirm6é que la administraciéon de mCPP induce una
hipolocomocién estadisticamente significativa respecto a la locomocién del grupo
administrado Unicamente con vehiculo (t=260.0, gl=25, p=0.0071). Sin embargo, el
rango intercuartil de ambos grupos resulté bastante amplio.

Al comparar los grupos tratados respecto al grupo vehiculo-mCPP, los
resultados indicaron diferencias estadisticamente significativas en la distancia
recorrida (H=22.3, gl=12, p=0.034), pero al aplicar el test a posteriori de Dunn no se

pudo concretar qué grupos de tratamiento eran los causantes de estas diferencias.

Sin embargo, Abaperidona y Clozapina demostraron una buena relacion dosis
efecto y una tendencia clara a revertir la hipolocomocién. Los valores de distancia
recorrida obtenidos por los animales tratados con la dosis de 0.0625 mg/kg de
Abaperidona fueron bastante bajos, pero pudo deberse a factores externos
incontrolables ya que coincidieron con dias en que los valores de distancia recorrida

de los animales control también fueron menores de lo habitual.

Por contra, Risperidona y en menor medida Olanzapina, demostraron una
relacion dosis efecto invertida, que podria explicarse por los efectos hipolocomotores
que los antipsicoticos inducen per se.

-78-



Abaperidona. Antipsicético 5HT24/D2 y ats.

Resultados

2200 -
2000 -
1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000

800 -

Distancia recorrida (cm)

600 -

400

200

T

T

T T
o PP o?
RIS-mCPP
Dosis (mg/kg)

T T

T T

D 09 0%

T P o7
ABA-mCPP

b T
d« Q?
<O

T

T T T 1

T
\?«6 ’Lg’ 69
OLZ-mCPP

! T T
2% 59,09
CLZ-mCPP

Fig. 22. Diagramas de caja del efecto de Abaperidona y los antipsicéticos atipicos de
referencia (Risperidona, Clozapina y Olanzapina) sobre la distancia recorrida en la
reversion a la hipolocomocion inducida por m-CPP (2 mg/kg ip) en la rata. Los valores
representan la mediana y percentiles 25 y 75 de la distancia recorrida (cm). Kruskal-
Wallis: H=22.3, gl=12, p=0.034; *p<0.05 vs control (test de Mann-Whitney). n=10-11

por grupo de tratamiento.
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IV.3.1.3.- Mecanismos Adrenérgicos.

El agonista oy noradrenalina induce letalidad en los ratones que puede ser
evitada por la administraciéon previa de un compuesto con propiedades antagonistas
sobre este receptor.

Los resultados (Tabla 13 y Fig. 18) demuestran que Abaperidona ejercié un
potentisimo antagonismo o4-adrenérgico in vivo, superior al ejercido sobre otros
receptores centrales evaluados en este trabajo, con una Dlsy un rango de magnitud

menor que la Dlsy necesaria para antagonizar los receptores D..

El antagonismo a-adrenérgico de Abaperidona es claramente superior al de los
otros compuestos evaluados, tanto antipsicéticos tipicos como atipicos, e inclusive

que el del antagonista o4-selectivo Prazosina (Dlsy = 0.35 mg/kg vo).

IV.3.1.4.-Mecanismos Glutamatoérgicos (receptor NMDA).

La Dizocilpina es un bloqueante del canal del receptor NMDA que induce un
pronunciado incremento de la actividad locomotora. Este efecto puede inhibirse con

compuestos que ejerzan una accion agonista sobre este receptor.

Abaperidona inhibi6 potentemente la hiperactividad inducida por Dizocilpina,
demostrando su actividad agonista in vivo sobre el receptor NMDA (Tabla 13 y Fig 18).
Esta inhibicion fue de similar magnitud a la ejercida por Haloperidol y Risperidona,
pero de 10 a 20 veces menos potente que la ejercida por Olanzapina y Clozapina

respectivamente.

Sin embargo, Abaperidona demostré una clara tendencia a la reversién de los
déficits sensorimotores inducidos por PCP en ratas Sprague-Dawley, otro agente
bloqueante del canal del receptor NMDA con potente accion psicomimética (Fig. 23).

Una vez comprobada la homogeneidad de los controles (pretratamiento agar
0.25%: t=0.276, @l=28, p=0.784; pretratamiento PCP-3mg/kg: t=-0.549, gl=29,
p=0.587), descartado el sesgo experimental (dosis-0.5: t=0.60, gl=11, p=0.954; dosis-
1: t=-1.22, gl=17, p=0.240), y validado el método experimental (dosis-0.5: t=6.42,
gl=22, p<0.000; dosis-1: t=9.54, gl=35, p<0.000), se observé que Abaperidona
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demostraba una tendencia dosis-dependiente a la reversion del PPI, que a la dosis de
1 mg/kg suponia una media del 42% de reversion del PPI frente a una media del 27%
de PPI inducido por el grupo vehiculo-PCP. Esta tendencia a la reversion fue tan
potente como la inducida por prazosina (media del PPl= 42%), antagonista oi-
adrenérgico, y superior a la de los otros antipsicéticos atipicos evaluados a dosis

farmacol6gicamente equipotentes (Risperidona-1: 32%; Olanzapina-7.5: 27%;
Clozapina-30: 27% de PPI).

PRETRATAMIENTO: AGAR 0.25% PRETRATAMIENTO: PCP (3 mg/kg)
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Fig. 23 .Efecto de Abaperidona (ABA), Risperidona (RIS), Clozapina (CLZ),
Olanzapina (OLZ) y Prazosina (PRZ), dosis unica por via oral, sobre los déficits
sensorimotores inducidos por Fenciclidina (PCP) (3 mg/Kg sc) en rata Sprague-Dawley
(n=12-16). "p<0.05 grupo vehiculo-vehiculo vs vehiculo-PCP (t-Student).
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1V.3.2.- Resultados de modelos predictivos de efectos secundarios relacionados

con el mecanismo de accion.

Se realizaron modelos considerados predictivos de los efectos secundarios mas

frecuentes, propios del uso clinico de estos compuestos -efectos extrapiramidales

(EPS) y motores debidos a la activaciéon de determinadas vias dopaminérgicas,

efectos neuroendocrinos, sedacion y efectos anticolinérgicos- destinados a evaluar el

margen terapéutico de Abaperidona.HClI comparativamente a los compuestos de

referencia.

Los principales resultados se resumen en la tabla 14 y la figura 24.

Tabla 14. Modelos conductuales predictivos de efectos secundarios relacionados con
el mecanismo de accion.

Sistema Modelo ABA RIS HAL CLz oLz
Sistema Induccion Catalepsia 8.48 5.06 1.95 >120.0 20.13
Nigroestriado en ratas (7.05,10.2) (4.10,6.25) (1.30,2.91) () (6.90,58.6)
. Actividad Motora 2.99 0.77 0.84 19.30
Vias Motoras £ ntanea en ratas (2.07,4.31) (0.46,1.28) (0.38,1.80) (11.3,32.7) -
Estereotipia inducida 18.40 9.70 1.47 >100.0 11.37
. Apomorfina en ratas (15.5,22.0) (8.96,10.6) (1.14,1.89) (--) (10.9,11.9)
D, dopamina
Estereotipia inducida d- 5.10 2.21 0.43 136.6 8.63
Anfetamina en ratas (1.76,14.8) (1.95251) (0.12,1.55) (2.83,>600) (2.25,33.2)
B clRTITE) Aseo inducido por 0.31 0.41 0.28 0.33 0.44
] e SKF 38393 en raton (0.25,0.39) (0.36,0.47) (0.20,0.39) (0.28,0.39) (0.43,0.45)
- Letalidad inducida >8.0 >8.0 >8.0 5.59 1.72
Muscarinico Fisosostigmina en raton (--) (--) (--) (2.80,11.0) (0.73,4.06)

Los resultados se expresan como Dlsy mg/kg v.o. (95%Cl); — No determinado. ABA,
Abaperidona; RIS, Risperidona; HAL, Haloperidol; CLZ, Clozapina; OLZ, Olanzapina.
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Fig. 24. Rregresion linear de los efectos de Abaperidona y los antipsicoticos de referencia,
dosis unica via oral, en modelos predictivos de efectos secundarios relacionados con el
mencanismo de accion. A: Induccidon de catalepsia en ratas. B: inhibicion de la actividad motora
espontanea en ratas. C: inhibicion de la estereotipia inducida por Apomorfina (1.5 mg/kg sc) en
ratas.Clozapina no esta representada porque la inhibicion a la dosis de 100 mg/kg era inferior
al 50%. D: inhibicion de la estereotipia inducida por d-Anfetamina (3 mg/kg sc) en ratas. E:
inhibicion del aseo inducido por SKF 38393 (2.5 mg/kg ip) en ratén. Los datos son porcentajes
de inhibicion versus el grupo control. n= 10-15 por grupo de tratamiento.
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IV.3.2.1-Modelos de EPS y otros efectos motores

Existen distintos modelos predictivos de la incidencia de EPS: la catalepsia -
debida al bloqueo de los receptores dopaminérgicos postsindpticos en la via
nigroestriada, particularmente la regién ventro-rostral y sustancia negra- y las
estereotipias inducidas por distintos agonistas dopaminérgicos —indicativas del

blogueo especifico de los receptores D, en la misma éarea.

Abaperidona demostré una débil induccion de catalepsia en las ratas, en
cualquiera de las vias de administracién estudiadas (Tabla 14, fig. 24 y fig. 25), siendo
en la via oral entre 2 y 4 veces menos potente que la induccién ejercida por

Risperidona y Haloperidol respectivamente.
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Fig. 25. Regresion lineal de la induccion de catalepsia en rata de Abaperidona y
Risperidona por via intraperitoneal. Los numeros representan porcentaje de catalepsia
respecto a la maxima puntuacion posible. n=10-15 ratas.
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Asi mismo, durante todo el estudio subagudo (Fig. 26), Abaperidona mantuvo
una actividad similar a los animales control, con una induccion de catalepsia
claramente inferior que las dos dosis de Risperidona y sobre todo Haloperidol. Por otro
lado, el porcentaje de catalepsia de Abaperidona a partir de la segunda semana, fue
ligeramente inferior (<10% en todos los dias) que el porcentaje obtenido en los
primeros dias (10-20%).
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Fig. 26 Efecto de Abaperidona y los antipsicoticos de referencia en la induccion de
la catalepsia en rata, via oral, en dosis repetida durante 17 dias. Porcentaje de
catalepsia por grupo de tratamiento y dia. La representacion del grupo control es la
media de los dos grupos controles.

Este proceso no se observd en ninguna de las dos dosis de Risperidona
estudiadas. Se obtuvieron porcentajes de catalepsia entre el 20-40% a lo largo de los
17 dias y picos ocasionales del 50%. El grupo de Risperidona dosis de 3.125 mg/kg,
con su correspondiente control, se estudié con posterioridad. El motivo fue ajustar la
dosis de Risperidona del estudio subagudo a 1.6 veces inferior que la DEs, obtenida
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en el estudio agudo de esta prueba, y que por lo tanto fuera equivalente a la dosis de 5
mg/kg estudiada para Abaperidona, la cual mantenia esta proporcion con su
respectiva DEsy del estudio agudo. No se consideré necesario repetir otra dosis de
Haloperidol ya que es un antipsicético tipico y el interés principal radicaba en el efecto
de Abaperidona como antipsicético atipico.

Ademas, se utilizaron animales control, administrados con vehiculo, como patron
negativo, primero para descartar un posible proceso de habituacion en los animales
durante la prueba y segundo para permitir un control de peso comparativo con los
animales tratados (debido a que la catalepsia es una prueba que se basa en la
inmovilidad, servia para descartar si el tratamiento subagudo afectaba a funciones
normales del animal). Se comprobd que no existia una aparicion de catalepsia debida
a la habituacién y, realizados los calculos, se obtuvo que el tratamiento no afectaba al
incremento de peso de estos animales (F = 0.0813, 3 gl, p= 0.969 para el primer
estudioy t=1.83, 7 gl, p=0.110 para el grupo de Risperidona 3.125 mg/kg).

Esta prometedora escasa induccion de EPS de Abaperidona sugerida por la
catalepsia, se corrobor6 con los estudios de la estereotipia inducida por Apomorfina o
Anfentamina en rata y con los estudios de inhibicion del autoaseo inducido por SKF-
38393 en ratén (Tabla 14 y fig 24).

En el primer caso, Abaperidona demostrd una débil inhibicion de la estereotipia
inducida, 2 veces menor que Risperidona, 12 veces menor que Haloperidol y
sorprendentemente, 1.6 veces menor que la inhibicién ejercida por Olanzapina en la

estereotipia inducida por Apomorfina.

En el segundo caso, Abaperidona demostré un antagonismo in vivo sobre el
receptor Dy, al inhibir el autoaseo (grooming) inducido por SKF-38393 en el ratdn, en el

mismo rango de potencia que los demas antipsicéticos evaluados.

Finalmente, Abaperidona demostré inducir una menor sedacion o

hipolocomocién que los antipsicoticos de referencia (Tabla 14 y Fig. 27).

Tras constatar que los resultados de los grupos control fueron homogéneos
(H=16.6, gl=17, p=0.483), se comprob6 que las primeras dosis que presentaron una
disminucién significativa de la actividad motora fueron Haloperidol a 0.5 mg/Kg
(U=139.0, p=0.011) y Risperidona a 1 mg/Kg (U=138.0, p=0.014), mientras que en
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Abaperidona fue a los 2 mg/kg (U=143.0, p=0.005) y Clozapina a los 10 mg/Kg
(U=140.0, p=0.009).

Ademas, al calcularse la Dlsy de estos compuestos sobre la actividad motora
espontanea, las diferencias entre ellos se acentuan, distanciandose Abaperidona de

Risperidona y Haloperidol.
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Fig. 27. Diagramas de caja del efecto de Abaperidona y los antipsicoticos de
referencia, dosis Unica, via oral, sobre la actividad motora espontanea. Los valores
representan distancia recorrida (cm). * p<0.05 vs vehiculo correspondiente (U de
Mann-Whitney). n=10-12 ratas por grupo. CNT, vehiculo; ABA, Abaperidona; RIS,
Risperidona; HAL, Haloperidol; CLZ, Clozapina.
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IV.3.2.2.- Modelos predictivos de efectos anticolinérgicos

Esta descrito que el bloqueo de los receptores muscarinicos contribuye a la
aparicion de efectos secundarios autonémicos y cardiovasculares, por lo que se
evalud el efecto de Abaperidona en el test de la letalidad inducida por Fisostigmina

(inhibidor de la acetil colina esterasa) en raton.

No se detectaron efectos anticolinérgicos in vivo aparentes tras la administracién
de Abaperidona ni Risperidona, en ninguna de las dos dosis probadas de 4 y 8 mg/kg
(Tabla 14 y Fig 24). Considerando la dosis necesaria para inducir efectos
antipsicéticos, estas dos dosis representan un margen de seguridad suficiente, por lo

que no se continud evaluando a dosis superiores.

Por el contrario, Clozapina y Olanzapina mostraron un potente antagonismo a los

receptores muscarinicos.

IV.4.- Resultados de efectos neuroendocrinos y cardiovasculares relacionados

con el mecanismo de accion.
1V.4.1.- Efectos neuroendocrinos

Se evalu6 el incremento de niveles de prolactina en suero de rata, inducido por
los compuestos Abaperidona, Risperidona y Haloperidol, dosis de 5 mg/Kg por via
oral, a las 3 h tras administracion unica o de tres dias acumulados (Fig. 28).

En ambos casos, todos los compuestos indujeron un incremento de prolactina
estadisticamente significativo respecto a los animales control (dosis Unica: F= 33.6,
gl=3, p<0.0001; tres dias: F= 76.4, gl=3, p<0.0001).

Sin embargo, el incremento de prolactina inducido por Abaperidona fue
significativamente menor que el producido por los antipsicéticos de referencia
Haloperidol y Risperidona, tanto en dosis unica (Bonferroni: diferencia medias vs
Haloperidol=18.0, t=3.42, p<0.05; diferencia medias vs Risperidona=20.0, t=3.80,
p<0.05) como en dosis acumulada de tres dias (Bonferroni: diferencia medias vs
Haloperidol=39.0, t=7.72, p<0.05; diferencia de medias vs Risperidona=21.5, 1=4.26,
p<0.05) .
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Por el contrario, Risperidona uUnicamente se diferencia de Haloperidol en el
tratamiento de tres dias (Bonferroni: dosis Unica: diferencia medias vs Haloperidol=-
2.0, t=-0.38, p>0.05; tres dias: diferencia de medias vs Haloperidol=17.5, t=3.47,
p<0.05).

100 -

Niveles de Prolactina (ng/ ml)

Dias de tratamiento

mmmmm control mmmm haloperidol

mmmm gbaperidona = risperidona

Fig. 28. Niveles de prolactina en suero (mg/ml) 3 h después de la administracion oral
de Abaperidona, Risperidona o Haloperidol (5 mg/kg/dia), 1 o 3 dias consecutivos en
rata. Los valores representan la mediaterror estandar (n= 5 animals). p<0.05 todos
los tratamientos vs control en ambas administraciones (no senalado), * p<0.05
diferencias entre tratamientos (Bonferroni’s post-hoc test).
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IV.4.2.- Efectos sobre los parametros cardiovasculares in vivo.

En el estudio via oral se encontraron diferencias de PAM y FC
estadisticamente significativas (p<0.01) de los grupos tratados respecto al grupo
control (Fig. 29). Sin embargo, Abaperidona no afect6 a la presion arterial en ninguna
dosis y s6lo se observd una suave taquicardia a la dosis de 1 mg/Kg, que Unicamente
fue estadisticamente significativa a la dosis de 3 mg/Kg (15 min y 2 h tras la

administracion).

Por el contrario, Risperidona y Clozapina indujeron un decremento significativo,
monofasico y dosis dependiente, de la presidén sanguinea desde las dosis de 1y 30
mg/Kg respectivamente. Este decremento fue acompanado de taquicardia severa
reactiva, que en el caso de Clozapina duré unos 30 min a los 30mg/Kg (p<0.05) y unas
2 horas a los 100 mg/Kg (p<0.05). Ademas, Clozapina, a la dosis de 100 mg/Kg
provocOd una segunda fase de hipotension a las 2 h de la administracién (p<0.01),

aunque sin taquicardia.

Es mas, cuando Abaperidona fue administrada por via endovenosa (Fig. 30),
Unicamente se observé una taquicardia transitoria (p<0.05 a 0.3 mg/kg durante 45
min), y no se observd hipotension ni a la dosis de 0.1 ni 0.3 mg/kg. La presion sélo
descendié significativamente (p<0.05) en la dosis de 1 mgkg a los 30 min.
Contrariamente, los animales tratados con Prazosin presentaron un descenso claro y
prolongado de la presién (p<0.05 a 0.3 mg/kg durante 5 h) y un incremento de la
frecuencia cardiaca significativo (p<0.05 a 0.1 mg/kg durante 30 min y p<0.05 a 0.3

mg/kg durante 4 h).
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Fig. 29. Cambios en la presion arterial media y frecuencia cardiaca ( PAM y FC) tras
administracion unica, por via oral, de Abaperidon-HCI (ABA), Risperidona (RIS) y
Clozapina (CLZ) en rata consciente. Los valores representan la media + error estandar
de 5 animales. *p<0.05 y +p<0.01 vs grupo control (ANOVA, Dunnett’s post hoc test).
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Fig. 30. Cambios en la frecuencia cardiaca y presion arterial media ( FC y  PAM)
tras administracion endovenosa de Abaperidona (ABA) o Prazosina (PRZ) en rata
consciente. Los valores representan la media + error estandar de 5 animales. *p<0.05
vs valores basales (ANOVA de medidas repetidas).
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V.- DISCUSION
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V.- DISCUSION

Abaperidona ha demostrado una potente afinidad por varios receptores
cerebrales centrales (a,, 5-HT.a D2, 5-HT2c y Hy) en los estudios de radioligando.
Estos datos se han corroborado mediante los estudios funcionales y los estudios
conductuales in vivo realizados, confirmando que es un compuesto con actividad
multireceptorial. Dado que esta descrito que un perfil multireceptorial proporciona
actividad antipsicética con escasa induccion de efectos secundarios (Meltzer 1999;
Kapur et al.,, 1999; Sawa & Snyder, 2002), los resultados obtenidos en este trabajo
sugieren que Abaperidona puede ser un buen candidato para el tratamiento de la

esquizofrenia.

Abaperidona demuestra un ratio 5HT,,/D> realmente interesante (tabla 15), y
concordante tanto en los ensayos in vitro como los estudios in vivo. Este ratio de
Abaperidona, superior a 1 si se calcula a partir de las pKi (-log(K;)) o inferior a 1 si se
infiere directamente de las K; o Dlsg, es equivalente al mostrado por los otros
antipsicoticos atipicos Clozapina y Risperidona, de acuerdo con la hipétesis de Meltzer
et al. (1989).

Ademas, Abaperidona demuestra el menor potencial cataleptogénico (mayor

ratio EPS) de todos los compuestos evaluados en este trabajo (Tabla 15).

Por otro lado, Abaperidona ejerce mayor antagonismo a4 que Risperidona y
Haloperidol, pero relacionado respecto a sus respectivas afinidades por el receptor D,,
se obtiene un ratio de actividad o4 entre el ratio de Risperidona y equivalente al

obtenido por Clozapina (Tabla 15).

Desglosando este resumen de actividades e interrelaciones, se discutira la
importancia de los resultados obtenidos a nivel dopaminérgico, serotoninérgico, o-

adrenérgico, efectos secundarios y las posibles extrapolaciones a clinica.
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Tabla 15. Ratios de actividad in vitro e in vivo entre distintos receptores.

ESTUDIOS
ENSAYOS DE AFINIDAD CONDUCTUALES
RATIO | ABA HAL RIS CLZ |ABA HAL RIS CLZ

5-HT.a/D. | 020 750 005 003|033 181 010 0.06
Atipicidad Ki 5-HT s/ BKi

PRISHINPK 100 089 117 125 -~ -~ -~ -
S'eo\'_eﬁzv'dad /D, |o018 ~ 084 022|021 98 041 009
Selectividad
Adrenérgica oz / 0 107 - 3 ° - - - '
Ratio EPS - - - ~ 1353 63 175 >7.9°

* Dato bibliografico, afinidad de clozapina por receptor 5HT.4 Ki= 9.6 nM (Schotte et
al., 1996). Calculo pKi=—log Ki. Ratio de atipicidad in vivo: Dls, head-twitches / Dls,
climbing; ratio selectividad dopamina vs noradrenalina in vivo: Dls, letalidad
Noradrenalina / Dls, climbing. Ratio EPS: DEs, catalepsia / Dls, climbing.. *Dato
extrapolado de la catalepsia inducida por Clozapina. — No determinado. ABA,
Abaperidona; RIS, Risperidona; HAL, Haloperidol; CLZ, Clozapina; DA, dopamina;
NA, noradrenalina.

Abaperidona, ha demostrado una elevada afinidad por el receptor D, y un
potentisimo antagonismo en distintos modelos animales validados, predictivos de
eficacia antipsicética. Abaperidona, podria contribuir a paliar los sintomas positivos de
la esquizofrenia, ya que el antagonismo al receptor D, se ha correlacionado
positivamente con mejoras clinicas de esta sintomatologia (Peroutka & Snyder, 1980;
Wadenberg et al, 2001b).

Los datos obtenidos, tanto en los modelos de eficacia relacionados con
mecanismos dopaminérgicos, como de efectos adversos, sugieren que el antagonismo
D, ejercido por Abaperidona tiene lugar preferentemente en las vias dopaminérgicas
mesolimbicas y mesocorticales, ambas relacionadas con el efecto antipsicotico de
estos farmacos (Arnt & Skarsfeldt, 1998; Millan et al, 2000; Sawa & Snyder, 2002).
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Primero, los resultados de eficacia in vivo obtenidos en la prueba del
comportamiento de escalada y en las hiperactividades inducidas por agonistas
dopaminérgicos, sugieren que Abaperidona inhibiria potentemente la poblacion de

receptores D, de las areas limbicas cerebrales (Protais, 1976; Arnt & Skarsfeldt, 1998).

Mas importante, los resultados del paradigma de la reversién de los déficits
sensorimotores inducidos por apomorfina, corroboran los anteriores. Abaperidona
revertié de manera estadisticamente significativa los déficits inducidos por apomorfina,
sin demostrar un efecto per se, al igual que tampoco los demostraron Risperidona ni
Clozapina, de acuerdo con lo publicado por otros grupos (Depoortere et al., 1997a).
Este paradigma es el Unico modelo animal que tiene un modelo equivalente en clinica,
habiéndose demostrado déficits sensorimotores draméticos en pacientes
esquizofrénicos, por lo que resultados favorables en esta prueba se consideran un
potente indice predictivo de actividad antipsicética en clinica (Braff et al., 1978; Braff &
Meyer, 1990; Geyer 1998).

Segundo, los resultados ex-vivo demuestran una menor regulacion ascendente
de receptores D, en el estriado en los animales tratados con Abaperidona que con
Risperidona y Haloperidol, a similar afinidad in vitro por dicho receptor demostrada por

los tres compuestos.

Tercero, la dosis que induce catalepsia o inhibe las estereotipias inducidas por
agonistas dopaminérgicos, relacionadas con la actividad dopaminérgica en la via
nigroestriada, respecto a la dosis que induce actividad antipsicética, representa un
margen claramente mas amplio para Abaperidona que para Risperidona y Haloperidol.
Estos datos son corroborados por estudios de otros grupos en que se demuestra que
Risperidona induce catalepsia en rata (Grimm & See, 1998), aunque menor que
Haloperidol. En estudios subagudos de catalepsia (17 dias), Abaperidona a diferencia
de Risperidona y Haloperidol, no muestra un efecto acumulativo y el porcentaje de
catalepsia es siempre menor que el de los otros dos compuestos, a pesar de que se
ha descrito que la administracion continua de antipsicoticos induce tolerancia en la

catalepsia en rata (Kruzich & See, 2000).
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Cuarto, el aumento de los niveles de prolactina en suero inducido por
Abaperidona, relacionado con la actividad sobre la via dopaminérgica
tuberoinfundibular, es significativamente menor que los incrementos inducidos por
Risperidona y Haloperidol, tanto a 1 como a 3 dias de administracidn, inclusive
habiendo utilizado una dosis de compuesto subtoxicolégica. Los resultados de la
elevada prolactinemia inducida por Risperidona, llegando a detectarse en el 65% de
los pacientes tratados con este antipsicético atipico, estdn ampliamente descritos en la
literatura (Casey, 1997; Richelson & Souder, 2000; Brunelleschi et al 2003).

Finalmente, la afinidad de Abaperidona por otros receptores dopaminérgicos, D+
y D3, es igual o superior respectivamente, que su afinidad por el receptor D, :

Estudios postmortem demuestran una sobreexpresién de receptores D; en los
cerebros de esquizofrénicos no tratados mientras que los niveles son normales en
pacientes tratados y, estudios de asociacién genética, correlacionan positivamente
polimorfismos del gen que codifica este receptor con la susceptibilidad a la
esquizofrenia (Gurevich et al., 1997; Dubertret et al., 1998). Ademas, este receptor
esta localizado casi exclusivamente en el sistema limbico, con origen en el area
ventral-tegmental (VTA) y con proyecciones al nucleo accumbens y area cortical con
implicacién en numerosos comportamientos, mayoritariamente la modulacion de la

actividad motora y el sistema de recompensa (Levant, 1997).

Todos los antipsicoéticos atipicos se unen con elevada afinidad al receptor Ds. La
administracién aguda de estos compuestos induce un aumento significativo de los
niveles extracelulares de dopamina, noradrenalina y acetilcolina. Por ello se ha
relacionado el antagonismo a este receptor con la eficacia antipsicotica (Schwartz et
al, 2000; Leriche et al., 2003; Lacroix et al., 2003), lo que estaria en consonancia con
la potente eficacia preclinica demostrada por Abaperidona. Seria interesante
comprobar si esta potente afinidad de Abaperidona por el receptor D; se
corresponderia con una potente actividad in vivo. Existen algunos modelos animales
descritos para ello, como la reversién a la hipotermia inducida por 7-OH-DPAT (7-
hidroxi-dipropil aminotetralin)—agonista Dz no selectivo- o la reversibn a la

hipolocomocion inducida por este mismo agonista (Millan et al., 1995; Shafer & Levant,
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1998). Sin embargo, se dan varios problemas con estos modelos: primero la ausencia
del propio agonista selectivo, ya que a dosis elevadas el 7-OH-DPAT actua
preferentemente como D, (Sokoloff et al, 1995) y segundo que tanto en la hipotermia
como en la hipolocomocién estan implicados varios receptores centrales, con lo que es
dificil inferir cuanto de ello es debido al bloqueo de los D;. Medidas mas directas como
estudios de microdidlisis in vivo sufririan de las mismas limitaciones por carencia de
compuestos selectivos que indujesen y bloqueasen respectivamente la liberacion de
dopamina y ademas se ha demostrado que estos compuestos agonistas son poco
potentes en estos estudios (Sokoloff et al., 1995; Shafer & Levant, 1998). Por este
motivo, la accién de los antipsicoticos sobre el receptor D; es dificil de evaluar de

manera fehaciente in vivo.

Respecto al receptor dopaminérgico D, el equilibrio del antagonismo a los
receptores D; y D, puede contribuir al control de los sintomas motores indeseables. El
efecto de los receptores D; puede deberse tanto a una accion sinérgica con los
receptores D,, ya que es necesaria la estimulacion de los uno de los receptores
dopaminérgicos para inducir sensibilidad a la estereotipia antes que se produzca este
comportamiento debido a la accidén conjunta de los dos receptores, como a un efecto
per se (Daly & Waddington, 1992; Kuczenski & Segal, 1999). Se ha demostrado que el
antagonismo a los receptores D; ejerce una inhibicidbn directa de las vias
nigroestriadas (DeLong 1990) reduciendo la excitacion de las vias motoras
descendientes, por lo que el antagonismo a este receptor parece regular el tono
muscular y evita la aparicion de catalepsia en ratas (Hemsley & Crocker, 2001) y
primates no humanos (Barnes & Gerlach, 1995). En consecuencia, el efecto ejercido
por Abaperidona sobre los receptores D;, puede ser uno de los factores que
contribuya a su escasa induccién de EPS.

El modelo animal utilizado para evaluar el efecto in vivo de Abaperidona sobre
éste receptor, la inhibicion del autoaseo inducido por SKF 38393, se ha considerado
como predictivo de posibles efectos motores adversos, porque hemos considerado la
exacerbacion del aseo como un tipo de movimiento estereotipado, o que permite
deducir las consideraciones anteriores sobre los EPS. Es mas, seria interesante

corroborar nuestros datos con un agonista D; completo, como el SKF 82958, en la
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prueba de los ‘tremolous jaw movements’ en ratas (Mayorga et al., 1999), ya que el
SKF38393 es so6lo un agonista parcial y se ha realizado la prueba con ratones.

Por otro lado, existen bastantes trabajos que relacionan la accién sobre el
receptor Dy con la eficacia contra sintomatologia negativa y cognoscitiva. Estos
trabajos, realizados principalmente con Clozapina, aducen que dado que estos
receptores son los receptores dopaminérgicos mayoritarios en el cortex, es probable
gue no soélo tengan una funcién ‘adyuvante’ para la activacion de los D, y especulan
gue una accioén tipo agonismo inverso o agonismo parcial mejora dicha sintomatologia
(Josselyn et al., 1997; EI-Ghundi et al., 1999; Oerther & Ahlenius, 2000) ya que la
activacion de estos receptores en el cortex prefrontal mejora la cognicién en primates
(Lidow et al, 1998), aunque es una hipétesis que no ha tenido mas desarrollo.
Basandonos en la hipétesis de estos trabajos, seria interesante comprobar el tipo de
actividad intrinseca que ejerce Abaperidona sobre este receptor, que de manera
bastante rapida se podria hacer estudiando si la hipotermia inducida por Abaperidona
es bloqueada con un compuesto antagonista D4, pej SCH 23390 (Salmi & Ahlenius.,
1996; Oerther & Ahlenius, 2000).

Asi mismo, la elevada actividad de Abaperidona en modelos considerados
predictivos de eficacia con baja induccion de EPS, pueden explicarse también por su
elevada afinidad y actividad antagonista sobre distintos receptores de serotonina,
como los 5HT2a y 5HT 6.

Abaperidona produce una ocupacion significativa de receptores 5HT,, a
una concentracion menor que la necesaria para el bloqueo de D, (0.08 mg/kg en la
inhibicion de las sacudidas de cabeza versus 0.24 mg/kg en la inhibicién de la
escalada, respectivamente). Esto permite suponer que Abaperidona, al igual que
Risperidona, Clozapina y Olanzapina, saturaria estos receptores a dosis
subterapéuticas, siendo uno de los rasgos caracteristicos que le conferiria atipicidad.
Para confirmarlo realmente, podrian realizarse estudios de neuroimagen in vivo, pej
PET, viendo como la administracion de Abaperidona desplaza agonistas 5HT,a y D>
marcados y el ratio de ocupacion entre ambos receptores.
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Estos resultados son coherentes tanto con lo publicado por Arnt & Skarsfeldt
(1998) a nivel preclinico como por Kapur et al. (1999) en estudios clinicos respecto a
otros antipsicoticos atipicos (Fig 31).
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Fig 31. Relacion entre la dosis diaria y el nivel de ocupacion de receptores 5-HTo,
(azul) y D, (rojo) para Risperidona, Olanzapina y Clozapina. La linea horizontal
muestra el nivel tedrico esperado de ocupacion del receptor D, a la dosis maxima de

Clozapina (Kapur et al, 1999).

Por ello, ademas de una accién directa sobre los ganglios basales, Abaperidona,
debido a su antagonismo por el receptor 5-HT,s, podria ejercer una actividad

moduladora sobre distintas vias dopaminérgicas.

A nivel limbico, estudios electrofisiologicos demostraron la existencia de
despolarizacién neuronal en rodajas de nucleo accumbens e hipocampo inducida por
serotonina debida a la excitacion de los receptores 5-HT.n (Aghajanian, 1995). La
serotonina ejerce un efecto inhibidor sobre el ‘firing-rate’ de neuronas dopaminérgicas,
ya que el efecto de Anfetamina sobre neuronas del nucleo tegmental ventral (A10) y
nucleo accumbens es bloqueado por antagonistas 5HT,, y aumenta cuando existe
deplecidn de serotonina (Schmidt et al., 1995; Abi-Dargham et al., 1997). Por otro lado,
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los antipsicéticos atipicos, a diferencia de los tipicos, facilitan la accion dopaminérgica
en la zona limibica del nucleo accumbens (“shell”) frente a la zona estriada (“core”)
(Marcus et al., 2000).

A nivel nigroestriado, trabajos con antagonistas 5-HT,n demostraron que los
antipsicoticos atipicos inhibian el incremento de metabolismo de dopamina
nigroestriada inducido por Haloperidol, aunque el control de la liberacién de dopamina
en este sistema es dependiente del grado de bloqueo de los receptores
dopaminérgicos (Lucas et al. 2000). La administracién subcrénica de antipsicéticos
atipicos disminuiria la incidencia de EPS porque el bloqueo de las proyecciones
procedentes del nucleo Dorsal de Raphe (NDR) produce la subsiguiente desinhibicion
de las neuronas dopaminérgicas nigroestriadas (Ichikawa & Meltzer, 1995; Kruzich &
See, 2000). Ademas, se ha descrito que la administracién de antipsicoticos induce una
paradojica regulacion a la baja de los receptores 5HT.a en el cortex, facilitando el
mantenimiento de la accion de estos compuestos al contribuir a esta desinhibicion de

otros sistemas neurotransmisores (Van Oekelen et al., 2003).

Asi mismo, los estudios ex vivo confirman la union de Abaperidona en los
receptores 5-HT,a del cortex, aunque debido al poco tiempo de administracién de los
compuestos sea dificil discernir si se producird esta regulacién a la baja propia de
estos receptores. Este antagonismo de Abaperidona podria tener un efecto modulador
de la dopamina en esta area, favoreciendo la terapia contra los sintomas cognitivos y
negativos de la esquizofrenia (Richelson, 1999; Bergqvist et al., 1999; Meltzer &
McGurk, 1999).

En consecuencia, la potente accidén antagonista in vivo de Abaperidona sobre los
receptores 5-HT,n podria contribuir a la mejora global de los sintomas de la
esquizofrenia, tanto cognitivos como positivos y negativos, por su posible accion
directa e indirecta en el area limbica y cértex (Meltzer, 1999; Wadenberg et al., 2001a),
asi como disminuir la incidencia de EPS por su posible regulacion del area estriada
(Kapur et al., 1999; Kruzich & See, 2000).

Abaperidona demuestra también elevada afinidad por el receptor 5HTyc,
superior a la obtenida por el receptor Do, y un antagonismo in vivo por este receptor

similar al ejercido por Clozapina. Este antagonismo se ha comprobado principalmente
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en los receptores de las areas limbicas y estriado, ya que se ha demostrado que la
accion de los compuestos en el modelo de la hipolocomocion se regula en estas
areas, a diferencia del modelo de la hipofagia que incide en las areas del hipotalamo
(Fone et al 1998; Prinssen et al 2000).

Los resultados in vivo obtenidos por Abaperidona y Clozapina demuestran una
tendencia clara a revertir la accion del m-CPP. Este efecto ha sido descrito con
anterioridad por varios grupos de investigacion independientes con Clozapina y
Olanzapina, algunos de los cuales obtuvieron resultados significativos (Prinssen et al.,
2000) pero otros unicamente una tendencia (Czyrak et al. 1994 y Fiorella et al 1996).
Estas diferencias pueden deberse tanto a aspectos metodolégicos (elevada variacién
tanto de la dosis del mCPP como del tiempo de valoracion, segun el grupo de trabajo),
como a los efectos hipolocomotores propios de estos compuestos, ya que muchas
veces la dosis que induce sedacion es superior a la dosis necesaria para revertir el
efecto del mCPP, como en el caso de Risperidona y Olanzapina. Debido a ello,
comprobar si Abaperidona revierte la hipofagia inducida por agonistas 5HT,c y si este
efecto es blogueado por antagonistas selectivos, ahora disponibles como el
SB242084, confirmaria esta accion antagonista 5HT,c observada en la prueba de la

hipolocomocion.

El antagonismo al receptor 5-HT,c confiere claras ventajas. Por un lado, ejerce
un control ténico inhibitorio sobre las vias dopaminérgicas nigroestriadas, que a
diferencia de lo que ocurre con el antagonismo a los 5-HT,x no es dependiente del
grado de bloqueo dopaminérgico, habiéndose publicado trabajos en los que se sugiere
un potencial anticataléptico (Reavill et al 1999) y antiparkinson (Fox & Brotchie, 2000)
de los compuestos antagonistas a este receptor. Por otro lado, también ejerce un
control inhibitorio sobre las vias dopaminérgicas tuberoinfundibulares (Bagdy, 1996;
Maes et al., 2001). Este control de las vias dopaminérgicas nigroestriadas vy
tuberoinfundibulares contribuiria a una menor incidencia de EPS y de niveles de
prolactina circulante respectivamente (Bagdy, 1996; Lucas et al. 2000; Zhelyaskova-
Savova et al., 2000).

Abaperidona ha demostrado menor induccion de EPS y menor incremento de los

niveles de prolactina que Haloperidol y Risperidona, pudiendo ser uno de los factores
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contribuyentes su antagonismo a este receptor, tal como se ha comprobado en
trabajos preliminares con Olanzapina (Scheepers et al. 2000).

Interesantemente, Abaperidona ha demostrado una potente actividad in vivo
sobre el receptor glutamatoérgico NMDA, tal como se deduce de los resultados del
test de la inhibicion de la hiperactividad inducida por dizocilpina.

Desde principios de los 90 la teoria hipoglutamatoérgica postula que los
sintomas esquizofrénicos estan relacionados con una reduccién funcional del
glutamato (Deutsch et al., 1989; Kim et al, 1990). Los antagonistas del receptor NMDA
inducen o exacerban los estados psicéticos en humanos, con una sintomatologia
clinica similar a la de la esquizofrenia (Lathi et al, 1995). Deficiencias en la transmision
glutamatoérgica han sido implicadas en la génesis de la sintomatologia negativa y
déficits cognitivos (Sokoloff, 1998).

Aunque los antipsicéticos no actuan directamente sobre los receptores
glutamatoérgicos, como demuestra la nula afinidad por estos receptores de estos
compuestos, son capaces de revertir los cambios de comportamiento inducidos por
antagonistas glutamatoérgicos. Estos efectos estarian mediados mayoritariamente por
las interacciones con los sistemas dopaminérgicos y serotoninérgicos en el cortex y
otras areas cerebrales. Es conocido que estos compuestos producen efectos
contrapuestos sobre los receptores NMDA (reduccién) y los AMPA (incremento) en el
estriado sugiriendo que los distintos tipos de receptores ionotrépicos glutamatoérgicos
responden diferente a los cambios a largo plazo de la neurotransmisién de serotonina
y dopamina (Lipska & Weinberg, 1997; Meltzer et al, 1997, Tarazi et al., 2003).

En animales, dizocilpina y fenciclidina inducen unos sindromes conductuales
caracterizados por hiperactividad a dosis bajas y ataxia y movimientos estereotipados
a dosis elevadas (Liljequist et al., 1991). La respuesta locomotora inducida por la
dizocilpina tiene lugar mayoritariamente en la via mesolimbica y es dependiente de la
estimulacion de los receptores dopaminérgicos D; (Kinon & Lieberman, 1996; Leriche
et al., 2003). Por ello, el bloqueo selectivo de esta hiperactividad ejercido por
Abaperidona, con elevada afinidad por el receptor Dj;, demuestra que modula los
receptores NMDA in vivo y aporta un indicio mas del perfil de actividad antipsicotica

atipica de este compuesto.
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Asi mismo, en una prueba mas compleja, Abaperidona demuestra una clara
tendencia a revertir los déficits sensorimotores inducidos por PCP, a diferencia de los
antipsicoticos de referencia utilizados. El circuito neuronal implicado en la respuesta a
la disrupcién del PPI inducida por PCP es muy amplio, describiéndose como circuito
descendiente cortico-limbico-estriado-pallido-pontino, en al que la amigdala, el
hipocampo y el cortex prefrontal medial serian areas neuroanatomicas clave, pero en
el que también intervendria de manera aditiva los efectos sobre el resto de estructuras,
relacionadas con los déficits cognitivos y sintomas negativos (Bakshi & Geyer, 1998;
Swerdlow & Geyer, 1998; Swerdlow et al., 2000; Bast & Feldon, 2003).

Sin embargo, segun trabajos de otros grupos, Clozapina, Olanzapina y Prazosin
si revierten los déficits en el PPl inducidos por PCP o dizocilpina, (Bakshi et al.,1994;
Bakshi & Geyer, 1999). Los resultados publicados para Risperidona son mas

contradictorios (Swerdlow & Geyer, 1998).

Un posible factor que puede afectar los resultados es la sedacion de los
animales tratados, que disminuiria la capacidad de saltar cuando se asustan. En el
caso de Risperidona y Clozapina la falta de respuesta en este estudio no seria
atribuible a sedacion, porque a pesar de que en la prueba de la actividad motora
espontanea se detecta sedacion estadisticamente significativa a las dosis de 1mg/kg
en Risperidona y a partir de los 10 mg/kg en Clozapina, en los animales de estos
grupos de tratamientos sin PCP, el porcentaje de inhibicién de PPl es similar al de los
controles (controles: 77.8 y 76.3%, Risperidona-0.5mg/kg: 72.8%, Risperidona-1mg/kg:
76.0%, Clozapina-10mg/kg: 87.0%, Clozapina-30mg/kg: 67.9%), por lo que se
demuestra que saltan cuando es necesario. Por otro lado también se demuestra que
ninguno de los compuestos tuvo efecto per se sobre el déficit de PPI inducido por
PCP, al igual que sucedié en el estudio del PPI inducido por apomorfina con ratas
Wistar.

Estas diferencias de resultados podrian atribuirse en gran parte al uso de
distintas metodologias de trabajo. Asi, la mayoria de los trabajos citados emplean un
Acoustic Startle System de San Diego Instr (USA) en el que Unicamente se generan
ruidos, no tonos y ruidos como el de Coulburn Instr (USA) empleado por nosotros. Sin
embargo, y en un equipo distinto, nuestros valores basales (‘baseline’) de %PPI en los

animales control, entre 70-80%, son equivalentes a los descritos por los autores arriba
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mencionados y el déficit inducido por el PCP es estadisticamente significativo.
También se ha descrito en la literatura la importancia de los dB emitidos en los pulsos
y prepulsos en la variabilidad de la respuesta, siendo uno de los factores clave que
define la sensibilidad de la prueba (Graham, 1975; Depoortere et al., 1997a y 1997b).
En consecuencia, el uso de diferentes tipos de sonidos generados por el tipo de
equipo empleado, ha podido influir claramente en nuestros resultados.

Ademas, en el equipo de San Diego Instr. (USA) las camaras donde se colocan
los animales de experimentacién, son independientes para cada animal. Por el
contrario, en el aparato de Coulburn Instr. (USA), las camaras son de 4 animales.
Durante la fase de susto algunos animales emiten sonidos inaudibles al oido humano
pero audibles para el resto de animales que comparten camara (Kaltwasser, 1990),
ademas del olor secretado por el miedo, por lo que los animales, a pesar de la
precaucion de la aleatorizacion de los grupos de tratamiento, pueden influenciarse. Por
ello, bajo condiciones experimentales similares a las descritas por estos grupos, seria
de esperar que Abaperidona demostrase eficacia, habiendo ya demostrado una clara

tendencia en nuestro estudio.

Esta actividad de Abaperidona sobre el receptor NMDA ha sido confirmada en
otros estudios realizados por grupos independientes. Estos estudios demuestran que
Abaperidona previene el aumento de ‘heat shock protein-70’ (hsp 70) inducido por
PCP en el cortex prefrontal de rata (Garcia-Osta et al, 2003).

En consecuencia, Abaperidona demuestra ejercer regulacion indirecta sobre el
receptor NMDA que en vista de la literatura existente suponemos que es mayoritaria
en el area mesolimbica y cortex prefrontal, por o que podria contribuir a paliar los
déficit cognitivos de la esquizofrenia y la sintomatologia negativa.

Finalmente, Abaperidona demuestra una elevada afinidad y un potente
antagonismo por el receptor as-adrenérgico, tanto en estudios funcionales como en
modelos in vivo. En estas pruebas, los resultados de Abaperidona indican que es mas
potente que el antagonista o4 de referencia, Prazosin. El ratio de selectividad
noradrenalina-dopamina (a/Dy) in vitro de Abaperidona es similar al Clozapina y mas
noradrenérgico que Risperidona, y unas 46 veces mas selectivo por los receptores o-
adrenérgicos in vivo que Haloperidol.
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Se ha descrito que la administracion cronica de Clozapina y Risperidona, pero no
Haloperidol, incrementa el ‘firing rate’ de las neuronas noradrenérgicas en el locus
coeruleus. Este incremento de ‘firing-rate’ no estaria mediado por los receptores o, ya
que no afecta a las dosis de clonidina necesarias para inhibirlo y por el contrario si es
inducido Prazosin, antagonista oy. Este aumento de actividad noradrenérgica provoca
un descenso significativo en los niveles de noradrenalina en el cortex prefrontal, una
de las zonas de destino de las proyecciones neuronales del locus coeruleus, lo cual
puede contribuir al alivio de los sintomas negativos y mejora de los déficits cognitivos
(Breier et al., 1998; Nasif et al., 2000).

Ademas, el bloqueo de los o4-adrenoceptores en el area limbica o cortical,
atentda la accion locomotora de compuestos psicoestimulantes. Prazosin, modula
especificamente el ‘firing rate’ de las neuronas dopaminérgicas en el area tegmental
ventral (A10). Estudios experimentales con compuestos antagonistas selectivos Do,
como Raclopride o Quinpirol, demostraron que el pretratamiento con Prazosin
incrementa la respuesta de Raclopride en el paradigma de la evitacién condicionada
(‘Conditioned Avoidance Response- CAR’), asi como la inhibicién producida por
Quinpirol en modelos de hiperactividad, corroborando la existencia de una regulacion
noradrenérgica de la actividad dopaminérgica mesolimbica (Obuchowicz, 1999;
Wadenberg et al., 2000).

El mecanismo de esta interaccién todavia no esta esclarecido, pero se han
demostrado distintos niveles de accién del antagonismo a los receptores o-

adrenérgicos.

A nivel dopaminérgico, este antagonismo modula la respuesta dopaminérgica
preferentemente en la via mesolimbica frente a la nigroestriada: facilita la liberacion de
dopamina en la zona de la concha o ‘shell’ (limbica) versus el nucleo o ‘core’
(nigroestriada) en el nucleo accumbens. Ademas, este antagonismo no tiene efecto en
otros nucleos del &rea nigroestriada, existen trabajos que demuestran que Prazosin no
tiene efectos sobre la catalepsia inducida por antagonistas D,. Igualmente modula la
liberacion de dopamina en el cortex prefrontal (Gioanni et al., 1998;Marcus et al., 2000;
Millan et al., 2000; Wadenberg et al., 2000).
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A nivel serotoninérgico, el nucleo dorsal de Raphe recibe abundante inervacion
procedente de las neuronas noradrenérgicas pontinas y distintos estudios demuestran
abundancia de oy-adrenoceptores en esta area y en el cortex frontal. Por ello, el
antagonismo a los receptores oy-adrenérgicos reduce la liberacidn de serotonina en
los nucleos dorsales de Raphe y ejerce un control distal de los mismos desde el area
cortical, mientras que a su vez los antagonistas 5-HToa2c incrementan la liberacion de

noradrenalina (Peyron et al., 1996; Marcus et al., 2000; Bortolozzi & Artigas, 2003).

El conjunto de estas interacciones debidas al antagonismo o-adrenérgico podria
contribuir a la actividad preferencial de Abaperidona en las vias mesolimbicas /
mesocorticales y a la mejora de los déficits cognitivos.

Debido a la relevancia de este antagonismo en la posible accién antipsicética de
Abaperidona y a que el test in vivo utilizado es robusto pero mas funcional que
conductual, podria ser interesante corroborar estos datos con pruebas
complementarias mas complejas como la reversion del estimulo discriminativo
inducido por agonistas a4-adrenérgicos (pej. St 587) o con medidas algo mas directas

como estudios de microdialisis muestreando en distintas areas cerebrales.

Por otro lado, este potente antagonismo «4-adrenérgico ejercido por
Abaperidona puede estar implicado en su favorable respuesta al paradigma del PPI
inducido por PCP. Esté descrito que Prazosin inhibe la liberacién de dopamina en el
nucleo accumbens inducida por el antagonista NMDA dizocilpina (MK801). En
nuestros resultados Prazosin, igual que Abaperidona, demuestra una clara tendencia a
revertir el PPl inducido por PCP, corroborada por otros grupos que han demostrado
reversion significativa (Bakshi & Geyer, 1997; Bakshi & Geyer, 1999) o se ha
documentado la inhibicion del PPl inducida por agonistas as-adrenérgicos como
cirazolina (Carasso et al., 1998), sugiriendo que el sistema noradrenérgico tiene un
papel importante en el procesamiento sensorimotor. Esta accion podria estar mediada
tanto por un procesamiento sensorial indirecto a través de la conexién talamo-cértex
modulada por los adrenoceptores como por una actividad directa de los propios ay-

adrenoceptores en el mismo cortex (Gioanni et al, 1998; Bakshi & Geyer, 1999).
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Interesantemente, a pesar de que los receptores a4-adrenérgicos son el subtipo
de adrenoceptores predominantes en el corazén y también se hallan en los vasos
sanguineos (Zongh & Minneman, 1999), los estudios cardiovasculares en rata
consciente han demostrado que Abaperidona no afecta a la presion arterial y los
efectos sobre la frecuencia cardiaca son significativamente menores que los
demostrados por Risperidona y Clozapina, inclusive a dosis 10 veces superiores a su

dosis preclinica D, in vivo.

El motivo de este favorable perfil cardiovascular mostrado por Abaperidona no
esta dilucidado. Se puede especular que su escaso antagonismo in vivo por los
receptores muscarinicos puede ser uno de los factores clave, ya que el bloqueo de los
receptores histaminérgicos, muscarinicos y dopaminérgicos periféricos se hallan
implicados en los efectos cardiovasculares secundarios (Meltzer et al., 2002). Sin
embargo, este escaso antagonismo muscarinico es compartido por Risperidona, que
contrariamente a Abaperidona, induce evidentes efectos cardiovasculares en el mismo

modelo.

Probablemente, estos contrastes en el efecto cardiovascular entre Abaperidona y
Risperidona sean debidos a otras diferencias en sus respectivos perfiles

multireceptoriales.

Abaperidona, por su elevada selectividad por los receptores oy versus o, tanto
en ensayos in vitro como funcionales, puede inducir menores efectos sobre la
frecuencia cardiaca que Risperidona y Clozapina. Estos dos ultimos compuestos son
practicamente los dos Unicos antipsicoticos que presentan una afinidad equivalente
por ambos subtipos de adrenoceptores (Schotte et al., 1996; Richelson & Souder,
2000). Al no ser selectivos, tienen una mayor probabilidad de inducir taquicardia
debido al bloqueo de los receptores oo presinapticos, que impide controlar la
concentracion de noradrenalina en la hendidura sinaptica. Por otro lado, la hipotension
relacionada con la accién o, puede ser contrarrestada por la accion sobre los

receptores presinapticos D, periféricos, que controlarian la liberacién de noradrenalina.

Referente a la actividad anticolinérgica de los antipsicoticos, existe cierta
polémica sobre si poseer elevada actividad sobre los receptores muscarinicos es
positivo o no. Como se ha mencionado, Abaperidona, al igual que Risperidona,
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demuestra escasa interaccion con dichos receptores. A nivel periférico tiene
implicaciones cardiovasculares ya comentadas. La duda reside en las acciones

centrales y su relacién con los procesos cognitivos.

En estudios clinicos de los afios 80 se demostré que fisostigmina mejoraba los
sintomas cognitivos de pacientes esquizofrénicos, aunque de forma moderada e
intermitente y a menudo no corroborado por otros estudios. Por otro lado, el
tratamiento mas comun para minimizar los EPS inducidos por los antipsicéticos tipicos
fueron los farmacos anticolinérgicos, que agravaban los problemas cognitivos de los
pacientes esquizofrénicos al deteriorar la memoria y aprendizaje. Posteriormente,
estudios postmortem y de neuroimagen demostraron un descenso de receptores
muscarinicos en zonas del cértex, ganglios basales y tadlamo en pacientes

esquizofrénicos (Dean et al., 2003; Katerina et al., 2003).

Sin embargo, Clozapina y Olanzapina, antipsicéticos atipicos con potente
antagonismo colinérgico, no empeoran la memoria y aprendizaje y demostraron
superior eficacia que los antipsicéticos tipicos en tratar los déficits cognitivos (Keefe et
al., 1999). Se ha sugerido que estos compuestos, via un antagonismo a los
autoreceptores M, y sobre todo un agonismo parcial por los receptores My y My,
incrementan el flujo extracelular de acetilcolina en las areas corticales e hipocampales
relacionadas con la cognicion. Sin embargo, Risperidona, al igual que Abaperidona, no
demuestra afinidad relevante por estos receptores, por lo que se sugirid que
Risperidona aumentaba los niveles de acetilcolina via un agonismo parcial sobre los
receptores serotoninérgicos 5-HTa, aunque estudios posteriores no lo demostraron.
Por lo tanto, no esta todavia esclarecido el mecanismo por el cual compuestos con
una afinidad por los receptores muscarinicos poco relevante, como Risperidona, e
igualmente Abaperidona, inducirian un aumento de la actividad colinérgica en el cértex

favorecedora del control de sintomas cognitivos (Dean et al., 2003).

Otro punto importante para Abaperidona es que no induce sedacion, a pesar
de su potente afinidad por los receptores oy y también H;, ambos implicados en la

induccion de sedacion.

Abaperidona inhibe la actividad motora espontanea a dosis 4 veces superiores

gue las necesarias para inducir sedacion con Risperidona o Haloperidol. Abaperidona
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demuestra un margen entre induccion de sedacién y su dosis eficaz preclinica
claramente superior al de Clozapina (ratio actividad motora espontanea / climbing:
12.5 Abaperidona y 1.3 Clozapina) la cual estd considerada un antipsicético con
potente accion sedante a nivel clinico (Casey, 1997; Richelson, 1999).

En estudios subagudos (2.5 mg/kg, po, 10 dias) con ratas conscientes
implantadas telemétricamente, Abaperidona confirmé los resultados obtenidos en los
estudios agudos y no indujo cambios significativos ni en los parametros
hemodinamicos ni tampoco en los parametros de actividad motora, a diferencia de

Risperidona (Brasoé et al, 1999).

Estudios comparativos recientes de EEG en ratas conscientes, corroboran que
Risperidona causa sedacion moderada al inducir cambios en la densidad del espectro
en la banda de alta frecuencia (9.8 a 16 Hz). En cambio Olanzapina y Clozapina
causan un incremento dosis dependiente de la densidad del espectro en todas las
bandas de frecuencias, en dosis inferiores a las requeridas para inhibir los efectos de
apomorfina, confirmando su potente efecto sedante (Ahnaou et al., 2003). La sedacion
y somnolencia diurna estan consideradas como efectos indeseables en la terapia
crénica con antipsicéticos (Casey, 1997; Richelson, 1999), por lo que Abaperidona

mostraria una clara ventaja frente a los antipsicoticos atipicos actuales.

La razon de esta menor sedacion inducida por Abaperidona no se conoce. Por
ello seria interesante llevar a cabo distintos estudios para dilucidar este punto. En
primer lugar se puede especular si la accidon sobre los receptores o y Hy es realmente
un antagonismo, como parece por los ensayos funcionales realizados en rata
desmedulada y en ileo de cobayo respectivamente, o dependiendo de la dosis puede
ser un agonismo parcial o agonismo inverso mediante pruebas funcionales.
Igualmente, existen subpoblaciones de estos receptores, por lo que estudios de
radioligando con estas subpoblaciones quizas indicarian diferencias entre los

antipsicoticos que explicasen este perfil de Abaperidona.

Por otro lado, existen otros receptores implicados en las funciones motoras y/o
sedacidon, como por ejemplo los histaminérgicos Hs, la subunidad o de los receptores
GABA,, los cannabinoides CB; (McLeod RL et al., 1998; Moler et al., 2001;Croxford
JL, 2003), sin embargo, Abaperidona no se une con afinidad relevante por estos
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receptores, tal como se comprobé en el cribado primario de receptores mencionado,
por lo que es poco probable que influyan en esta accién.

Un punto interesante a estudiar seria el efecto de Abaperidona sobre el
espectro EEG en distintas areas cerebrales y correlacionarlo con la distribucién de
receptores en dichas areas. Quiza esta prueba nos indicaria si existen diferencias y en
qué en el efecto de este compuesto sobre la actividad cerebral, comparativamente a
otros antipsicéticos y nos daria alguna pista sobre la que empezar a trabajar a nivel de
receptores.

Finalmente, una posible ventaja de Abaperidona seria una menor induccién de
incremento de peso que Clozapina y Olanzapina, que son los dos compuestos
comercializados que inducen mayor ganancia de peso. Este efecto indeseable,
implicito en el propio mecanismo de accién de estos compuestos, es una de las
principales causas de discontinuacién de la medicacion (Baptista, 1999; O’'Keefe et al.
2003).

El mecanismo del aumento de peso asociado a los antipsicoticos es
desconocido. Las interacciones de los antipsicoticos sobre los sistemas dopaminérgico
y serotoninérgico pueden estimular las areas cerebrales reguladoras del apetito
(Baptista, 1999). A nivel molecular este aumento de peso se ha correlacionado
positivamente a la afinidad por los receptores Hy, o1 y o, 5HToc y 5HTe principalmente
(Kroeze et al. 2003).

Abaperidona, con menor sedacion y menor afinidad por los receptores o-
adrenérgicos que los otros APS atipicos podria inducir menor aumento de peso. Seria
realmente una ventaja clara para el compuesto poder confirmar este punto en
Abaperidona. Para ello se podria realizar un estudio del incremento de peso inducido
por distintos antipsicoticos tras administracion subaguda en ratas, aunque
generalmente no se ha descrito una elevada correlacion entre los datos preclinicos en
estos modelos experimentales y los resultados clinicos, si serviria para posicionar

Abaperidona respecto a otros compuestos.
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VI.- CONCLUSIONES

Sobre la base de los resultados expuestos en esta memoria, es de resaltar la
excelente concordancia de los resultados in vitro, funcionales e in vivo obtenida. Asi
mismo, la discusién desarrollada pone de manifiesto la idoneidad de los modelos
elegidos en base a lo que se pretendia demostrar y a la informacion disponible. Por

todo ello se puede concluir que:

1.- De acuerdo con los planteamientos establecidos, se demuestra que
Abaperidona es un compuesto multireceptorial acorde con el grupo terapéutico al
que pertenece. Se demuestra que se une con potente afinidad por receptores
considerados imprescindibles para la accién antipsicotica (p ej, dopaminérgicos
D, D3, Dy y serotoninérgico 5HT»a) y confirma el valor afadido de su afinidad en

rango nM por el receptor a4-adrenérgico, mas potente que su accion sobre D.

2.- Se puede concluir que es un compuesto con mecanismo de accion atipico.
Acorde con el perfil que se intent6 seleccionar en las series disefiadas a priori, el
ratio de afinidad por los receptores 5HT,a/D2 es menor de 1 (pKi 5HT24/Do>1).
Este ratio se corrobora en los estudios con modelos conductuales (dosis eficaz
en la prueba de los ‘head-twitches’ inducidos por DOI respecto a la dosis eficaz
en la prueba del ‘climbing’ inducido por apomorfina).

3.- Asi mismo, la accion de este compuesto sobre la regulacién al alza de la
poblacion de los receptores 5HT.a y D2 en las éreas corticales y limbicas y un
menor efecto sobre el area estriada demuestra una distribucion regional de su

accion, confirmando su perfil atipico.

4.- Los estudios en modelos conductuales relacionados con el receptor
dopaminérgico D, demuestran que Abaperidona ejerce un antagonismo potente
por via oral sobre este receptor, clave para el tratamiento de la esquizofrenia.
Ademas se puede concluir que esta accién se ejerce preferencialmente sobre las
vias mesolimbica/mesocortical. Ello se deduce del amplio margen entre la dosis
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necesaria para inducir efectos adversos (catalepsia-EPS, estereotipias) respecto
a la dosis necesaria para inducir actividad (comportamiento de escalada,
hiperactividades). En consonancia, se demuestra menor efecto en las vias
nigroestriadas (escasos efectos motores) y tuberoinfundibulares (baja induccién
de prolactinemia).

5.- Se demuestra que esta accion preferencial de Abaperidona sobre las vias
mesolimbica/mesocortical respecto a la via nigroestriada esta modulada por el
antagonismo ejercido sobre los receptores 5HT,a (prueba de la inhibicion de los
‘head-twitches’ inducidos por DOI) y ay-adrenérgico (prueba de la proteccion a la
letalidad inducida por NA) en los ganglios basales y area cortical. Asi mismo, la
accioén sobre la via tuberoinfundibular estd modulada por su antagonismo a los

receptores 5HT,c (prueba de la reversion a la locomocién inducida por mCPP).

6.- En distintos modelos considerados predictivos de eficacia se demuestra que
Abaperidona podria ser eficaz en la sintomatologia positiva y negativa y los
deéficits cognitivos de la esquizofrenia. Abaperidona revierte los déficits
sensorimotores inducidos por apomorfina, indicativo de su posible accién clinica
contra la sintomatologia positiva, de acuerdo con la hipétesis hiperdopaminérgica
de la esquizofrenia. Abaperidona inhibe la hiperactividad inducida por dizocilpina
y demuestra tendencia a revertir los déficits sensorimotores inducidos por
fenciclidina (antagonistas NMDA), indicativo de su posible accion clinica contra la
sintomatologia negativa y déficits cognitivos, de acuerdo con la hipétesis
hipoglutamatérgica de la esquizofrenia. Se demuestra, por la accion de Prazosin
(antagonista o), similar a la de Abaperidona en el paradigma del PPl y de
acuerdo con la literatura existente, que el potente antagonismo o4-adrenérgico
de Abaperidona es uno de los factores clave que contribuye a esta favorable
actividad.

7.- Basandose en modelos experimentales en animal consciente, se concluye que

Abaperidona induce escasos efectos cardiovasculares y de sedacion a pesar del

potente antagonismo a-adrenérgico, demostrando que este antagonismo no es
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el unico factor implicado en estos efectos adversos, tal como venian apuntando

otros grupos de trabajo.

8.- El estudio sobre los receptores escogidos para caracterizar los posibles efectos
secundarios de Abaperidona (adrenérgicos, muscarinicos e histaminérgicos)
demuestra escasa afinidad por los receptores muscarinicos y oo- y B-
adrenérgicos. Por lo tanto, se puede concluir que Abaperidona demuestra
elevada selectividad sobre el receptor oy-adrenérgico frente a los otros
receptores adrenérgicos ensayados, confiriéndole una menor incidencia de
efectos cardiovasculares. Ademas la escasa afinidad por los receptores
muscarinicos es corroborada por los estudios in vivo (proteccion a la letalidad
inducida por fisostigmina), pudiendo concluir que Abaperidona tendra baja
propensién a inducir efectos anticolinérgicos.
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