Desarrollo de farmacos peptidomiméticos relacionados con la
colecistoquinina con actividad sobre el sistema nervioso central

Development of peptidomimetic medicines related to cholecystokenin
with activity on the central nervous system
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INTRODUCCION

La colecistoquinina (CCK) estd consti-
tuida por una familia de péptidos en que
las distintas formas moleculares (CCKggg,
CCK39s, CCK33s, CCKapg, CCKygg, CCKgs)
se distribuyen a lo largo del tracto digesti-
vo, médula espinal y amplias zonas del
cerebro'. Existen, al menos, dos subtipos
de receptores que difieren en su perfil far-
macologico: CCKy, “tipo pancreético o ali-
mentario”, de localizacién preferentemen-
te periférica y CCKp, “tipo cerebral”,
ampliamente distribuido en el cerebro®

Las diversas e importantes funciones
de la colecistoquinina en el organismo
derivan de su accién endocrina (hormo-
na), paracrina-neurocrina (mediador
local) y sindptica (neurotransmisor). Su
conocida accion reguladora sobre la fisio-
logia gastrointestinal, tanto motora (inhi-
bicién del vaciado gastrico y contracciéon
del esfinter pilorico y de la vesicula biliar,
relajacién del esfinter de Oddi y el esofégi-
co inferior, y adaptacién de la motilidad
del intestino delgado y colon a la diges-
tion) como secretora (secrecion gastricay,
sobre todo, pancreatica), parece deberse a
la interaccién del péptido con los recepto-
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res del tipo CCK,’. Ademaés, hay pruebas
experimentales que implican a la CCK en
procesos mas directamente dependientes
del sistema nervioso central como la gene-
racién de ansiedad, la modulacion de la
actividad motora espontanea y la accién
analgésica de los opiaceos, y como factor
de saciedad*.

Al conocimiento del papel fisiolégico
de la CCK ha contribuido de forma impor-
tante el desarrollo reciente de algunos
potentes antagonistas no peptidicos, capa-
ces de prevenri distintas acciones del pép-
tido tanto in vifro como in vivo. La gran
variedad de agonistas y antagonistas de
CCK descritos®’, asi como la caracteriza-
cién de ambos tipos de receptores?, han
aportado importante informacién acerca
de los requerimientos estructurales que
deben tener los compuestos quimicos
para presentar afinidad por los receptores
de CCK.

Debido a la importancia farmacologica,
y terapéutica potencial de los antagonistas
de CCK y al limitado uso clinico de los ya
descritos, se ha estudiado la actividad
como antagonistas de la CCK de nuevos
productos no peptidicos sintetizados y
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disefiados como tal por el Instituto de Qui-
mica Médica Aplicada del CSIC de Madrid.
Los objetivos del trabajo han sido:

Estudio del desplazamiento, por los
compuestos, de la fijacion del radioligando
(*H-CCKgg) a receptores CCKy (en homoge-
nados de pancreas) y CCKp (en corteza
cerebral). »

Estudios del antagonismo de los com-
puestos a la respuesta contréctil inducida
por CCKgg y CCK en preparados de mis-
culo longitudinal-plexo mientérico de fleon
de cobaya.

Seleccionados los compuestos que pro-
porcionaron mejores resultados, realizar
ensayos In vitro e in vivo que permitiesen
comprobar su accion fisioldgica en el orga-
nismo, como: liberaciéon de o-amilasa en
acinos pancredticos, conducta ingestiva,
actividad motora espontanea y capacidad
ansiolitica.

MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado ratas macho, Wistar
(180-200 g), ratones macho Swiss (20-25 g)
y cobayas Dunkin-Hartley (300-400 g) sumi-
nistrados por el Centro de Investigacion de
Farmacologia Aplicada (CIFA) de la Univer-
sidad de Navarra, con las normas GLP
(Good Laboratory Practices).

Los estudios de fijacion a receptores de
CCK se han llevado a cabo con homogena-
dos de corteza cerebral (CCKp) y de tejido
pancreatico (CCKy) de rata, con técnicas
basadas en la de Daugé y col®. El radioli-
gando seleccionado fue *H-CCKgg (Amers-
ham). Se ha medido la liberacion de c-ami-
lasa en suspensiones de acinos aislados
segin lo descrito por Peikin y col’ y Jensen
y col, La respuesta contréctil de la CCKgg
y CCK, en ileon de cobaya, y su modifica-
cioén ante la adicion de antagnistas se ha
verificado mediante la preparacién mascu-
lo longitudinal con plexo mientérico-plexo
mientérico de ileon de cobaya (ML-PM)
segun las técnicas descritas por Lucaites y
col" y Dal Forno y col*. Para los estudios
in vivo de conducta ingestiva se ha utiliza-
do un modelo de acceso restringido al ali-
mento™", y otro en que a animales sacia-
dos se les induce a la hiperfagia mediante
la utilizacién de una dieta de cafeteria®. En
éste tltimo, el efecto se valora en relacion
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con el antagonismo frente a la D(+)fenflu-
ramina. La actividad motora espontanea
se midi6 mediante un sistema digital com-
puterizado (video, ordenador y programa
MODT) que permite estimar la distancia
recorrida por el animal durante el tiempo
experimental. La actividad ansiolitica se
ha estimado mediante el test de la caja de
dos compartimentos en ratéon' y el test de
Vogel' en rata.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fijacion a receptores de CCK

Se ha medido el desplazamiento de los
nuevos compuestos y de los antoagnistas
de referencia a la fijacién del radioligando
a su receptor, tanto en homogenados de
corteza cerebral como de péancreas. En la
tabla 1 se indican los resultados de mayor
interés, expresados como valor de K de
los 87 probados. Los de la serie E son los
que presentan mayor afinidad por los
receptores CCKA (péancreas), destacando
el E-3 (K;=0,62 nM, de la misma magnitud
que el devazepide), el E-7 (K;=7,4 nM) y el
E-22 (K;=3,7 nM).

En corteza cerebral, los mejores com-
puestos han sido los pseudotetrapeptidi-
cos de la sere C, entre los que pueden
senalarse el C-18 (K;=18,5 nM) y el C-19
(K;=6,1 nM), cuyos valores de K; se aseme-
jan a los obtenidos con los antagonistas
especificos de los receptores CCKp L-
365.260 y PD-135.158, 14,7 nM y 5,9 nM res-
pectivamente.

Preparado de misculo longitudinal-
plexo mientérico de ileon de cobaya

La CCKgg y la CCKy provocan en esta
preparacién respuestas contractiles dife-
rentes y de distinta cuantia que derivan de
su interaccién preferente con los recepto-
res de tipo A y de tipo B respectivamen-
te" Fl efecto de los distintos productos y
antagonistas sobre la contraccién nducida
por CCKgg v CCK, permite diferenciar y
confirmar su accién sobre uno u otro tipo
de receptor. Los resultados (expresados
como porcentaje de inhibicién y como
valor de pAy), que pueden compararse en
la misma tabla 1 con los de fijacién a recep-
tores, apoyan la validez de los productos
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Tabla 1. Resultados de los estudios de los estudios de fijacién a receptores de CCK (k;) y del antago-
nismo a la respuesta contractil de la CCK en misculo longitudinal-pleno mientérico (% Inhi-

bicién, pa9) de los productos de mas interés

Producto pincrens | corebro | COka | odiy
CCK8S 0,52+0,04 2,8:0,15 - -
devazepide 0,3+0,03 34267 100 (7,3) 100 (6,3)
lorglumide 27,7+5,3 2007 - -
1-365.260 294+25 14,7+1,3 85,1 (5,6) 100 (7,14)
PD-135.158 64773 5,9+0,5 60 (4,5) 70,7 (8,1)
C-18 196 18,5 83,5 100
C-19 697 6,1 78,2 (5) 100 (8)
E-1 10,6+2 2728273 85,7 (4,8) 71,5 (4,9)
E-3 0,62+0,05 >10.000 100 (6,9) 91,9 (5,7
E-6 21,9 >10.000 10,5 6,4
E-7 7,417 3106+599 94,9 (6,2) 78 (4,8)
E-22 3,7 >10.000 100 (6,4) 100 (5,3)

gk
%
|

E-7y, sobre todo E-3, como antagonista de
receptores CCKp y el producto C-19 como
antagonista CCKp.

Estudios in vitro: efecto sobre la libera-
cién de c-amilasa inducida por CCK8S
en acinos pancreaticos

De acuerdo con los datos anteriores, los
estudios se han centrado en los productos E-
3 v E-7, utilizdndose como antagonista de
referencia el devazepide. Fl antagonismo del
E-3 sobre la liberacion de o-amilasa inducida
por CCKgg (Clgy=42,6 nM) es cuantitativa-
mente ecquivalente al del devazepide
(C150:50,8 nM), mientras que el E-7 presenta
una capacidad de inhibicién significativa-
mente inferior (Clz(=287 nM). Ninguno de los
compuestos ensayados presenta actividad
intrinseca sobre la secrecion de ce-amilasa.

Estudios in vivo

Los estudios comportamentales en el
animal se han limitado al producto E-3. En
primer lugar, por sus buenas perspectivas
como antagonista CCKp y en segundo, por-
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que en experimentos ex vivo, en los que se
estudiaba la cinética de fijacién al receptor
pancreético tras la administracion de E-3,
se constataba que, la unién del radioligan-
do estaba claramente disminuida. En cam-
bio, ésto no se manifestaba con el produc-
to al que los datos in vifro apuntan como
excelente antagonista CCKp, lo que sugiere
que el producto C-19 no atraviesa con faci-
lidad la barrera hematoencefalica. Por otra
parte, se ha comprobado que la estabili-
dad del producto E-3 es equiparable a la
del devazepide.

Los resultados de conducta ingestiva
en rata con el modelo de acceso restringi-
do al alimento demuestran que el com-
puesto E-3 inhibe el efecto anoréxico de la
CCKgg (Fig. 1A) (8 pg/kg i.p., 5 min antes de
la presentacién del pienso) ya a la dosis
menor ensayada (5 pg/kg) y la reversion es
practicamente total a partir de 50 pg/kg (el
devazepide lo consigue a la de 25 pg/kg).
La utilizacién del modelo de Cooper" con
ratas saciadas a las que se inducia a la
hiperfagia con una dieta de cafeteria no
permitié observar antagonismo frente a la
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anorexia causada por D(+)fenfluramina, ni
del compuesto E-3, ni del devazepide.

Se ha comprobado que la administra-
cién de CCKgg (20 ug/kg i.p., 5 min antes de
la realizacién de la prueba) disminuye la
actividad motora espontanea de animal
(distancia recorrida durante 30 min) en un
64%. El devazepide revierte totalmente esa
hipomotilidad ya a partir de la dosis de 10
pg/kg y el E-3, lo hace con la de 50 pg/kg
(Fig. 1B).

La actividad ansiolitica se estim6 tanto
con el test de la caja de dos compartimen-
tos en ratén, basado en la tendencia del
animal a evitar los lugares fuertemente ilu-
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minados, lo que se atentia por compuestos
ansioliticos, como con el test de Vogel en
la rata, basado en el antagonismo por
ansioliticos a la inhibicién del comporta-
miento por un estimulo aversivo.

Con el primero, se estudié el perfil
ansiolitico del E-3, devazepide y también
del L-365.260 (antagonista CCKp), dada la
implicacién de estos receptores en los pro-
cesos de ansiedad. La respuesta frente a
los dos tipos de antagonistas fue acampa-
nada, siendo efectivos a las dosis de 10y
100 pg/kg (L-365.260) o sdlo 100 pg/kg
(devazepide) y no a la dosis inferior (2
pg/kg) v superior (1000 pg/kg). La aplica-
cion del E-3, en cambio, era nula a la de
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Figura 1. (A) Efecto del producto E-3 (10-100pg/kg) sobre la anorexia inducidak por CCKgg (8ug/kg), (B)
efecto del compuesto E-3 (10-800 pg/kg) sobre la hipomotilidad inducida por CCk8S (20ng/kg)
en rata; (C) perfil ansiolitico del E-3 (2-500 pg/kg) en el test de la caja de dos compartimentos
en ratéon (parametros estimados: % tiempo de permanencia y locomocién en el comparti-
mento claro); (D) perfil ansiolitico del E-3 (200-2000 pg/kg) en el test de Vogel en rata. Signifi-
cacion de las diferencias (t-Student para datos no pareados) versus control normal (*) o con-
trol con CCkgg (+): */+p<0,05, **/++p<0,01, ***/+++ p<0,001
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menor dosis (2 ug/kg), pero se mantiene en
el resto de las dosis ensayadas hasta la de
5000 pg/kg, lo que indica un margen de
actuacion mayor (Fig. 1C). Ninguno de los
tres productos ensayados tuvo efectos
sedantes a las dosis en las que los produc-
tos presentaban caricter ansiolitico. Con
el test de Vogel, sigue observandose un
efecto ansiolitico mas pronunciado para el
antagonista CCKp L-365.260 (rango de
dosis efectiva 10-100 pg/kg), que el del
devazepide (efectivo a dosis de 200 pg/kg)
y que el del E-3 (efecto a partir de 500

pg/ke) (Fig. 1D).

Del conjunto de resultados parece
deducirse que efectivamente, se han con-
seguido nuevos compuestos de sintesis
que pueden ser eficaces como antagonis-
tas de la CCK, por interaccién con recepto-
res CCK, y CCKg. El producto E-3, especi-
fico de los receptores CCK,, tiene una
eficacia similar al devazepide y, por lo que
respecta a su actividad como ansiolitico,
su margen de eficacia podria no ser tan
estrecho como el del devazepide.

Las conclusiones de este trabajo son:

1. De los 87 productos de nueva sinte-
sis diseflados como antagonistas de la
CCK, se han seleccionado dos series que
destacan por su capacidad de desplaza-
miento de la fijacién del radioligando *H-
CCKgg a receptores CCKj(pancreas) o
CCKp (corteza cerebral).

2. Los valores de Ki obtenidos en pan-
creas y corteza indican que el producto E-
3 es un antagonista CCKp con afinidad
equivalente a la del devazepide e incluso
con mayor especificidad.

3. Los productos C-18 y, sobre todo, C-
19 presentan afinidad por los receptores
CCKp proxima a la de los antagonistas L-
365.260 y PD-135.158.

4. La utilizacién de la preparacion mis-
culo longitudinal-plexo mientérico de ileon
de cobaya permite corroborar la actividad
como antagonista CCKx o CCKp de los pro-
ductos en estudio.

5. Los ensayos de liberacion de o-ami-
lasa en preparados de acinos aislados de
pancreas confirman la capacidad del pro-
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ducto E-3 para inhibir la respuesta secre-
tora debida a la CCK.

6. Los resultados obtenidos in vivo en
rata y raton (conducta ingestiva, motilidad
espontanea, actividad ansiolitica) indican
que el compuesto E-3 puede tener interés
como antagonista en procesos en que
estén implicados primordialmene los
receptores CCK,.
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