Ann. Ist. Super. Sanitd
Vol. 24, N. 4 (1988), pp. 551-554
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Riassunto. - Lo stress (foot-shock) aumenta la densita
dei siti di legame per il 3S-TBPS, un ligando selettivo
per la proteina che costituisce il canale al cloro a livello
del complesso recettoriale del GABA. Questo effetto é
simile a quello prodotto in vitro dalla bicucullina e dal-
le B—carboline ansiogeniche DMCM e FG 7142 ed é op-
posto a quello prodotto dalle benzodiazepine e dalle [-
carboline ansiolitiche. Nel loro insieme i risultati sug-
geriscono che lo stress induce una rapida inibizione
funzionale del complesso recettoriale GABAergico.

Summary (Effect of stress on the function of chloride
channel associated to the GABA receptor complex). -
Foot schock stress increases the total number of 35-
TBPS binding sites in the rat cerebral cortex. The effect
of stress is similar to that produced in vitro by the spe-
cific GABA, receptor antagonist bicuculline and by the
anxiogenic B-carbolines DMCM and FG 7142. On the
contrary the anxiolytic and positive modulators of the
GABAergic transmission (diazepam and ZK 93423)
decrease the density of 35S-TBPS recognition sites. All
together these data suggest that some emotional stale re-
lated to stress and anxiety may result from a diminished
GABAergic transmission at the level of the GABA/be-
zodiazepinesichloride ionophore receptor complex.

Introduzione

L¢ benzodiazepine esercitano 1 loro effett farmacolo-
gici e clinici attraverso un potenziamento della trasmis-
sione GABAergica mediato dalla attivazione di recettori
specifici localizzat a livello del sistema nervoso centrale
[1]. Questi recettori fanno parte del complesso recettoria-
le macromolecolare GABAergico in cui sono presenti il
recettore al GABA e il canale allo ione cloro. A quest'ul-
timo sono associati i siti di legame dei barbiturici ¢ di
composti convulsivanti quali la picrotossinz e i derivati
organofosforici [2].

Le benzodiazepine provocano un aumento della fre-
quenza di apertura del canale allo ione cloro con conse-
guente aumento di permeabilita della membrana per que-
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sto ione [3]. La scoperta degli eventi molecolari che
mediano gli effetti farmacologici di farmaci ansiolitici
quali le benzodiazepine ha suggerito che le sinapsi
GABAergiche possano avere un ruolo importante nella
patogenesi dello stato ansioso. Una conferma di questa
ipotesi si & ottenuta di recente con la scoperta che le B-
carboline, una nuova classe di ligandi selettivi per i re-
cettori alle benzodiazepine, producono effetti farmacolo-
gici opposti (ansia, convulsioni, insonnia) a quella di
questi farmaci [4-6], riducendo la funzione delle sinapsi
GABAergiche attraverso una inibizione della attivitd dei
canali al cloro GABAdipendenti [7, 8]. Questi dati speri-
mentali suggeriscono che nella situazione di stress ¢
nella crisi di ansia fisiologica o patologica la trasmissio-
ne GABAergica possa essere realmente ridotta. In accor-
do con questa ipotesi abbiamo recentemente dimostrato
che lo stress elettrico o lo stress indotto dalla manipola-
zione dei ratti prima del sacrificio provocano una dimi-
nuzione della densita dei recettori al GABA [9]. Questi
risultati suggeriscono che lo stato emozionale dei ratti
in relazione a stimoli stressanti sia la conseguenza di
una diminuita funzione delle sinapsi GABAecrgiche. Ci ¢
parso pertanto di estremo interesse studiare I'effetto dello
stress sulla funzione del canale allo ione cloro del
complesso recettoriale GAB Aergico.

Il derivato organofosforico t-butilbiciclofosforotiona-
to (33S-TBPS) & considerato il ligando pili seleltivo per
marcare i siti di legame associati alla proteina che costi-
tuisce il suddetto canale allo ione cloro [10]. 11 binding
del 35S-TBPS & inibito competitivamente dalla picrotos-
sina e modulato allostericamente dal GABA, dai GABA-
mimetici, barbiturici, benzodiazepine e B-carboline [10-
13]. Pertanto misurando il binding del 3S8-TBPS ¢ pos-
sibile valutare le modificazioni farmacologiche ¢ [isiolo-
giche nella funzione del canale.

Materiale e metodi
Per questa ricerca sono stafi utilizzati ratti maschi
Sprague Dawley (Charles River) del peso di circa 200-

250 g. Il foot-shock stress, applicato per 20 min prima
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del sacrificio era costituito da una serie di leggere scosse
elettriche (0,2 mA) alle zampe della durata di 500 ms,
ottenute ad intervalli regolari (500 ms) mediante uno sti-
molatore. 1l binding del 3S-TBPS nelle preparazioni di
membrane della corteccia cerebrale di ratto & stato deter-
minato come precedentemente descritto [14]. Le proteine
sono state determinate utilizzando il metodo di Lowry
[15]. Tutte le analisi statistiche sono state compiute
utilizzando il test t di Student.

Risultati

Come mostra la Tab. 1 il binding del S-TBPS au-
menta nella corteccia cerebrale degli animali sottoposti
al foot shock. In particolare l'aumento del binding ¢
dovuto ad un incremento del numero dei recettori (30%),
piuttosto che ad una modificazione della loro affinita per
il ligando.

Per verificare se la trasmissione GABAergica fosse
coinvolta nell'effetto dello stress sul binding del ¥S-
TBPS, abbiamo studiato l'effetto di antagonisti del recet-
tore al GABA e di modulatori positivi e negativi della
trasmissione GABAergica sul binding del 35S-TBPS.
L'aggiunta in vitro della bicucullina, un antagonista
specifico dei recettori GABA, alle preparazioni di cortec-
cia cerebrale di ratto produce un effetto simile a quello
dello stress, ciod un marcato aumento (89%) della den-
sita dei recettori per il 358-TBPS. L'effetto indotto dallo
stress e dalla bicucullina & simile a quello indotto dai
modulatori della trasmissione GABAergica. Infatti le B-
carboline ansiogeniche DMCM e FG 7142 alla concen-
trazione 10 pM aumentano cosi come lo stress il nume-
ro dei recettori per il 35S-TBPS. Al contrario, i modula-
tori positivi della trasmissione GABAergica (diazepam e
il derivato B-carbolinico ZK 93423) inibiscono il bind-
ing del 3S-TBPS. Infatti I'aggiunta in vitro alle prepara-

Tabella 1. - Effetto dello stress e di farmaci ansiolitici e ansiog

ratio

sioni di corteccia cerebrale di ratto di questi ligandi an-
siolitici per i recettori alle benzodiazepine produce una
marcata diminuzione del numero dei recettori del 35-
TBPS (35% + diazepam ¢ 45% + ZK 03423) senza per-
altro modificarne l'affinita.

Discussione

I risultati di questo studio indicano che la funzione
delle sinapsi GABAergiche a livello dello ionoforo o ca-
nale al cloro pud essere modificata da stimoli stressanti
e quindi da alterazioni dello stato emozionale degli ani-
mali. Infatti lo stress dovuto allo shock elettrico aumen-
ta il binding del 3S-TBPS in preparazione di membrane
di corteccia cerebrali di ratto.

Poiché il TBPS inibisce la trasmissionc GABAergica
bloccando direttamente l'attivita del canale al cloro asso-
ciato ai recettori al GABA [16-17], I'aumento del nume-
ro dei recettori per il TBPS indotto dallo stress potrebbe
essere il risultato di una alterata funzione del suddetto
canale. La conferma di questa ipotesi & stata ottenula
recentemente con la dimostrazione che il foot shock
diminuisce nella corteccia cerebrale del ratto il flusso di
36CT attraverso il canale specifico sulla membrana neu-
ronale [14, 18].

La bicucullina, un antagonista specifico del recettore
al GABA, che induce convulsioni [19] e ansia sperimen-
tale nel ratto [20] aumenta, in modo simile allo stress,
la densita dei recettori del 35S-TBPS nel cervello di ratto.
Inoltre, l'effetto dello stress e della bicucullina sul bind-
ing del 35S-TBPS & simile a quello indotto dalle p-carbo-
line ansiogeniche e convulsivanti DMCM e FG 7142
che modulano in senso negativo la trasmissione GABA-
ergica [7, 21-23].

Al contrario i modulatori positivi della trasmissione
GABAergica, come le benzodiazepine ¢ le p-carboline

enici sul binding del 35S-TBPS nella corteccia cerebrale di

Binding di 3S-TBPS

Controllo

Stress (foor shock)
Bicucullina 10 pM
Diazepam 1M
ZK 93423 1 pM
DMCM 10 pM
FG 7142 10 pM

* p < 0,01 rispetto ai valori di controllo; (a) Bmax = pmolfmg proteine;

Bmax (a) Kp (b)
1,84 + 0,12 89+ 65
239+ 0,11* 99+ 87
3,48 +0,19* 62+ 52
1,21 £ 0,09* 101+ 93
1,02 £ 0,07* 103 £ 10,1
2,24 + 0,15% 88+ 70
2,35+ 0,17* 91+ 65
(h) Kp = oM

Ogni valore rappresenta la media + SE di 4 separali esperimenti eseguiti in triplicato




usiolitiche producono sul binding del 3S-TBPS un
lfetto opposto a quello dello stress, della bicucullina e
\lle B-carboline ansiogeniche. Infatti, il diazepam e la B-
wholina ansiolitica e anticonvulsivante ZK 93423 [24]
liminuiscono il numero totale dei recettori per il TBPS
nella corteccia cerebrale di ratto.

[n conclusione, la dimostrazione che lo stress e i far-
‘aci ansiogenici aumentano il binding del 3S-TBPS a
livello del canale al CI™ associato al recettore al GABA,
uggerisce che lo stress esercita un‘azione negativa sulla

553

funzione del complesso recettoriale GABA/benzodiazepi-
nefcanale al CI” e confermano quanto da noi suggerito
sulla plasticita delle sinapsi GABAergiche in relazione
allo stato emozionale dell'animale. In particolare una di-
minuita funzione del canale allo ione CI” associato ai
recettori al GABA potrebbe costituire un evento moleco-
lare importante coinvolto nella fisiopatologia dell'ansia.

Ricevuto il 7 aprile 1988.
Accettato il 22 aprile 1988.
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