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1. RESUMEN

Evidencias morfoldgicas y electrofisioldgicas indican la co-localizacion de los
receptores de adenosina Al y A2A en los botones sindpticos corticostriatales que
modulan la liberacion del glutamato, propiciando la excitacion de las neuronas espinosas
medianas (NEMSs) del estriado. En las NEMs de la via directa los receptores Al se co-
expresan con los receptores dopaminérgicos D1, y en las NEMs de la via indirecta los
receptores A2A se co-expresan con los dopaminérgicos D2, ejerciendo acciones
antagonicas. El objetivo de este trabajo fue evaluar si la pérdida de inervacion
dopaminérgica altera la accion moduladora de los receptores Al y A2A sobre la
excitabilidad de las NEMs, y dilucidar si este efecto ocurre a nivel presinaptico
(terminales corticostriatales) o postsinaptico (soma de las NEMs).

Se utilizaron ratas Wistar macho de 2 a 4 meses de edad formando dos grupos:
grupo Vehiculo (HP-B-CD) y grupo Reserpina. El esquema farmacologico de reserpina
consistio en la administracion de 3 dosis de reserpina: 5 mg/Kg (dia 0) y 2 mg/Kg (dias
2 y 4). Se les administr6 una alimentacion intragastrica hipercal6rica a las ratas
reserpinizadas para atenuar la desnutricion producida durante el tratamiento de
reserpina. Se evaluo la presencia de rigidez e inmovilidad en los animales a través de la
prueba de catalepsia. Al quinto dia de tratamiento se anestesio al animal, se realizé una
perfusidn intracardiaca con solucion extracelular baja en sodio; se extrajo el cerebro y se
obtuvieron rebanadas coronales de cerebro (250 — 270 um). Con las rebanadas se
realizaron registros electrofisiol6gicos con la técnica Patch-Clamp con fijacion de
voltaje a -60 mV, se midieron los cambios en la amplitud de las corrientes postsinapticas
excitadoras (CPSES) y el cociente de pulso pareado tras la administracion de farmacos
agonistas y antagonistas de los receptores de adenosina A1y A2A.

La alimentacion intragastrica a los animales tratados con reserpina redujo en un
10% la disminucion de peso al quinto dia de tratamiento, sin producir modificaciones en
los valores de catalepsia, ni en el consumo de agua y alimento.

La estimulacion de los receptores Al, con el agonista selectivo CCPA (300 nM),
produjo una disminucién en la amplitud de las CPSEs en los grupos Vehiculo (HP-B-

11



CD) y Reserpina, observando una tendencia, no significativa, a producir el efecto con
mayor rapidez y magnitud en las ratas con deplecion de dopamina. La estimulacion de
los receptores Al con el CCPA produjo un aumento significativo en el cociente de pulso
pareado (CPP) solo en las NEMs de ratas tratadas con reserpina, sugiriendo que la
deplecién de dopamina favorece la inhibicion presinéptica de la liberacion de glutamato
ejercida a través de los receptores Al. El antagonista de los receptores A1, DPCPX (100
nM), bloqued la inhibicion de las CPSEs producidas por el agonista CCPA en las NEMs
de las ratas de los grupos Vehiculo y Reserpina. La estimulacion de los receptores A2A,
con el agonista selectivo CGS 21680 (5 uM), produjo un aumento significativo en la
amplitud de las CPSEs en las neuronas del grupo Reserpina, que se asocié con una
disminucion significativa en el CPP, sugiriendo que la deplecién de dopamina favorece
la actividad de los receptores A2A a nivel presinaptico para aumentar la liberacion de
glutamato. La estimulacion de los receptores A2A en las NEMs del grupo Vehiculo
produjo efectos mas variables en la amplitud de las CPSEs, causando aumento en una,
disminucion en 4 y sin cambio en 2 neuronas. En presencia del antagonista A2A, ZM
241385, el agonista A2A, CGS 21680, no produjo un aumento de las CPSEs en las
NEMs de las ratas tratadas con reserpina. Aln hacen falta mas estudios para esclarecer
el efecto de los antagonistas de los receptores A2A sobre la modulacion de la
excitabilidad de las neuronas espinosas medianas tras la estimulacion de la via

corticoestriatal.
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2. INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson es considerada la segunda enfermedad
neurodegenerativa en frecuencia después de la enfermedad de Alzheimer. La principal
causa de su aparicién es la destruccion de las células que producen dopamina,
neurotransmisor que es secretado por un conjunto de estructuras localizadas en la base
de los hemisferios cerebrales conocidas como ganglios de la base, que en conjunto con
las proyecciones glutamatérgicas provenientes de la corteza conforman el circuito motor

encargado del control de los movimientos voluntarios del cuerpo (1, 2).

Cerca del 95% de las neuronas del estriado son neuronas espinosas medianas
(NEMSs) que secretan principalmente el neurotransmisor acido y-amino-butirico (GABA)
(1, 2, 3). Estas NEMs se segregan en dos grupos poblacionales conformando la via
directa, cuyas neuronas expresan a los receptores de dopamina D1 co-localizados con los
receptores de adenosina Al; y la via indirecta, en las cuales se expresan los receptores

de dopamina D2 co-localizados con los receptores de adenosina A2A (1, 2, 4).

Algunos estudios han indicado que la activacion de los receptores D1 aumenta la
excitabilidad de las NEMs de la via directa facilitando la liberacion del GABA, sin
embargo, este efecto es contrarrestado por la activacion de los receptores Al (5),
sugiriendo una interaccion funcional antagénica. De igual forma, la co-localizacion de
los receptores D2/A2A modulan en forma antagénica la funcion de las NEMs en la via
indirecta al favorecer la probabilidad de liberacion del GABA tras la activacion de los
receptores A2A, mientras que la estimulacion de los receptores D2 bloquean dicha

accion (6).

Los receptores Al y A2A también se encuentran co-localizados a nivel
presinaptico en las terminales glutamatérgicas corticoestriatales en donde presentan una
interaccidon antagonica intramembranal que modula la funcién de las NEMs. Asi, la

estimulacion de los receptores A2A favorecer la probabilidad de liberacion del
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glutamato hacia el espacio extracelular promoviendo la excitabilidad de las NEMs en el
estriado; mientras que la activacion de los receptores Al presenta efectos opuestos (7,
8).

Se ha observado que pacientes con Parkinson que consumen cafeina, un
antagonista no selectivo de los receptores de adenosina Al y A2A, presentan mejoria en
los sintomas motores tales como la acinesia (incapacidad de realizar movimientos) (9,
10, 11). Estos resultados sugieren que los antagonistas de adenosina Al y A2A pueden
funcionar como una alternativa farmacoldgica para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson. Sin embargo, gran parte de los estudios realizados sobre la funcién de los
receptores Al y A2A en animales se han hecho en presencia de dopamina y a nivel
postsinaptico. Por tal motivo, el presente estudio tiene como finalidad esclarecer el
funcionamiento de los receptores de adenosina Al y A2A en la modulacion de la
transmision glutamatérgica de la via corticoestriatal tanto a nivel pre como
postsinaptico, utilizando modelos animales adultos con deplecién de dopamina. La
informacién obtenida contribuira a la elaboracion de posibles alternativas

farmacoldgicas para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Control cerebral de los movimientos.

Con la finalidad de generar movimientos musculares del cuerpo humano se
requiere de un procesamiento e integracion de la informacion sensorial recibida en el
cerebro en donde se planifica y coordina la ejecucién de los movimientos voluntarios (1,
12). Lo anterior se logra gracias a un conjunto de nucleos cerebrales interconectados
encargados del procesamiento de la informacién para el desarrollo y aprendizaje de
actividades motoras (13). Este conjunto de nucleos, localizados en la base de los
hemisferios cerebrales, se denominan ganglios de la base, y sus relaciones anatomicas en
el cerebro humano se ilustran en el diagrama de la Figura 1. Los ganglios de la base
incluyen el estriado (caudado y putamen), el globus pallidus pars externa (GPe), el
globus pallidus pars interna (GPi), el nacleo subtalamico (NST), la substancia nigra pars

compacta (SNc) y la substancia nigra pars reticulata (SNr) (4).

Figura 1. Estructura anatémica los ganglios de la base.
GPe: Globus pallidus pars externa, GPi: Globus pallidus pars interna, NST: Nucleo
subtalamico, SNc: Substancia nigra pars compacta.
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3.2 Neuronas espinosas medianas (NEMSs) del cuerpo estriado

Se ha formulado un modelo del funcionamiento de los ganglios de la base para el
control de los movimientos, segun el cual el estriado (principal ndcleo de entrada del
circuito motor) recibe informacion desde la corteza cerebral cuyas neuronas liberan el
neurotransmisor excitador glutamato. Esta sustancia desempefia un papel importante en
la regulacion de la actividad de las neuronas espinosas medianas (NEMSs), que
constituyen cerca del 95% de la poblacidn neuronal total del estriado, las cuales utilizan
al acido y-amino-butirico (GABA) como neurotransmisor. Una caracteristica de las
NEMSs es que sus dendritas tienen numerosas evaginaciones membranosas conocidas

como espinas dendriticas, cuya maxima densidad (1-2 dendritas por um) ocurre a una

distancia de 50 a 60 um del soma, como se muestra en la Figura 2 (1, 3, 2).

Figura 2. Neurona espinosa mediana del estriado de monos Rhesus (Macaca
mulatta).
(A) Se muestra el soma y el arbol dendritico de la neurona; la escala de la barra es de 25
um. (A”). Segmento de una dendrita donde se aprecian las espinas dendriticas, una de las
cuales esta sefialada con una flecha; la escala de la barra es de 5 um. (Tomado de la
referencia 14)

Las NEMs representan el punto de inicio del llamado circuito motor
extrapiramidal, que se encarga de regular los movimientos musculares voluntarios a fin

de que se ejecuten de manera fluida y coordinada. Para comprender su funcionamiento
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es necesario describir las conexiones anatdmicas de los distintos tipos de neuronas que

lo conforman.

3.3 Tipos de neuronas espinosas medianas del cuerpo estriado: vias directa e

indirecta

La via directa del circuito motor esta conformada, aproximadamente, por el 50%
de las NEMs GABAérgicas del estriado (2, 15), que co-liberan los neuropéptidos
sustancia P y dinorfina (una endorfina que disminuye el dolor) y co-expresan en sus
membranas los receptores de dopamina D1 y de adenosina Al. Los axones de estas
neuronas hacen sinapsis con las neuronas de la SNr y el GPi (conocidos como nucleos
de salida), los cuales envian proyecciones GABAEérgicas hacia los nucleos ventromedial
y dorsomedial del talamo que, en Gltima instancia, proyectan terminales glutamatérgicas
hacia la corteza motora, cerrando de este modo una parte del circuito motor
extrapiramidal que coordina los movimientos voluntarios, como se ilustra en la Figura 3
(1, 2, 4, 16).
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Figura 3. Vias directa e indirecta del circuito motor.
Los axones de las NEMs que co-expresan receptores A1/D1 constituyen la via directa
que proyecta hacia los nacleos de salida conformados por la substancia nigra reticulata
(SNr) y el globus pallidus interno (GPi). Los axones de las NEMs que co-expresan los
receptores A2A/D2 dan origen a la via indirecta que inerva al globus pallidus externo
(GPe).

En contraste, el 50% restante de las NEMs GABAérgicas co-liberan encefalina
(un neuropeptido que disminuye el dolor) y co-expresan los receptores de dopamina D2
y de adenosina A2A. Estas neuronas dan origen a la via indirecta pues sus axones hacen
sinapsis con las neuronas GABAGérgicas del GPe, que a su vez hacen conexién con las
neuronas glutamatérgicas del NST. Este Gltimo ndcleo envia proyecciones excitadoras
hacia los ndcleos de salida (SNr y el GPi), promoviendo la generacion de movimientos

al estimular la corteza motora (1, 4, 16) (ver Fig. 3).

3.4 La via corticoestriatal

La activacion de las NEMs se encuentra regulada por las proyecciones
glutamatérgicas provenientes de la corteza cerebral, conformando la via corticoestriatal

excitadora. Las neuronas piramidales de la capa V de la corteza cerebral forman sinapsis
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exclusivamente en las espinas dendriticas de las NEMs del estriado, en donde se
presenta una alta densidad de receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-
isoxazolpropidnico) y NMDA (M-metil-Aspartato), ambos de tipo ionotropico. En estos
receptores se une el glutamato liberado por las neuronas corticales, causando apertura
del canal que permite la entrada de los iones sodio y calcio al interior de las NEMs,
favoreciendo su despolarizacién y la generacién de potenciales de accion con la

subsiguiente liberacion del neurotransmisor GABA (1, 2).

En estado de reposo, las NEMs estan controladas por la salida de iones de potasio
al exterior de la célula que mantiene el potencial de membrana a -80 mV, lejos del
umbral de disparo; este estado hiperpolarizado es conocido como “down-state”. Por otro
lado, cuando las sinapsis glutamatérgicas de la corteza cerebral convergen altamente en
el espacio o en el tiempo en una misma neurona del estriado, se produce una
despolarizacion progresiva que favorece la inactivacion y cierre de los canales de
potasio, incrementando dramaticamente el potencial de membrana a un valor cercano al
umbral de disparo (-60 mV); este estado despolarizado es conocido como “up-state” y
puede durar cientos de milisegundos (2) (ver Fig. 4). En este estado despolarizado se
reconfigura el funcionamiento electrofisiolégico de las NEMs, principalmente por el
cierre o inactivacion de los canales de potasio Kir2, Kvl y Kv4 que se oponen a las
influencias despolarizantes del glutamato liberado por la via corticoestriatal (2, 17). Bajo
estas condiciones es muy facil que la entrada excitadora corticoestriatal desencadene

potenciales de accion en las NEMs.
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Figura 4. Estados de excitabilidad de las neuronas espinosas medianas.
El potencial de membrana de las neuronas espinosas medianas fluctta entre dos estados.
Cuando se encuentra cercano a -80 mV (“down state”) no se observa disparo de
potenciales de accion. Por el contrario, cuando se despolariza a -60 mV (“up-state”) la
neurona dispara con facilidad potenciales de accidn que se propagan hacia la siguiente
neurona. (Tomado de la referencia 18)

Sin embargo, la transicion de cada estado de excitabilidad de las NEMs tras la
liberacion de glutamato en el estriado estd modulada en gran medida por la estimulacion
de los receptores D1 y D2 por la dopamina secretada por las neuronas de la sustancia
nigra pars compacta (1, 19) y también por la activacion de los receptores A1y A2A por
la adenosina presente en el espacio extracelular, tal como ha sido reportado en un
estudio (20). Ambas sustancias generan respuestas funcionales antagénicas entre si que
promueven la activacion o inhibicion de las neuronas del estriado dependiendo del tipo

de receptor gque sea activado (5) (ver Fig. 3).

Se ha observado que la activacion de los receptores D2 en las NEMs de la via
indirecta reduce las corrientes entrantes de sodio y calcio e incrementa las corrientes
salientes de potasio, produciendo una hiperpolarizacion de las NEMs que aleja el
potencial de membrana del “up-state”. Estos cambios disminuyen el disparo de las
neuronas de la via indirecta y por consiguiente, se inhibe la liberacion del GABA en el
GPi (2).
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Por otro lado, la activacion de los receptores D1 en las NEMs de la via directa
incrementa las concentraciones de calcio intracelular y reduce las corrientes de potasio,
favoreciendo el estado “up-state” que facilita la generacién de potenciales de accion
cuando se abren los receptores ionotropicos AMPA por el glutamato liberado por las
aferentes corticoestriatales; lo anterior promueve la liberacion del neurotransmisor
GABA en los nlcleos de salida: GPe y SNr (2).

En conjunto con la dopamina, la adenosina juega un papel importante en la
regulacion de la excitabilidad de las NEMs puesto que la activacion de sus receptores
antagoniza los efectos desencadenados por los receptores de dopamina. A raiz de esto,
algunos estudios han encontrado una interaccion antagonica entre los receptores Al y
D1 en las NEMs de la via directa y entre los receptores A2A y D2 en las NEMs de la via
indirecta (5, 21).

3.5 Funcion de la dopamina y sus receptores

La dopamina es un neuromodulador que produce sus efectos a través de cinco
subtipos de receptores de dopamina, agrupados en dos familias: los de tipo D1 (D1 y
D5) que activan a la enzima adenilato ciclasa y los de tipo D2 (D2, D3 y D4) que
inhiben a dicha enzima, ademas de abrir canales de K* y cerrar canales de Ca?* (22). En
el estriado los receptores D2 presentan mayor afinidad por la dopamina que los D1, lo
cual permite la activacion de cada uno en funcién de la cantidad de dopamina liberada
(2,17, 23).

Las neuronas estriatonigrales de la via directa expresan en sus somas una alta
densidad de receptores D1, los cuales se acoplan a la enzima adenilato ciclasa a traves
de la proteina Gs/olf. La unién de la dopamina a estos receptores estimula la sintesis del
AMPc (Adenosin monofosfato ciclico), un segundo mensajero que activa a la proteina
cinasa A (PKA), que cataliza la unién de un grupo fosfato en el residuo de treonina 34

(Thr34) de la fosfoproteina regulada por dopamina y AMPc (DARPP-32). Estos eventos
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traen como consecuencia un incremento en la expresion de los receptores de glutamato
AMPA y NMDA en la superficie de las NEMs, asi como un aumento de las corrientes
de los canales de calcio y disminucién de las corrientes de potasio (2, 17, 24). La
respuesta inducida por la activacion de los receptores D1 depende del nivel de polaridad
(“up-state” [-60 mV] o en el “down-state” [-80 mV]) en el que se encuentren las NEMs
al momento de ser estimulados estos receptores (2, 17). Puesto que en el “up-state”
ocurre el cierre o inactivacion de los canales de potasio y apertura de los canales de
calcio (2, 17, 19), la activacion de los receptores D1 facilita la accion excitadora del
glutamato liberado por las aferentes corticoestriatales, lo que promueve la
despolarizacion y el incremento del disparo de potenciales de accion de las NEMs de la
via directa (2, 17, 19).

Las NEMs estriatopalidales de la via indirecta expresan en sus somas una alta
densidad de receptores D2, que se encuentran acoplados a las proteinas Gi/o. Cuando los
receptores D2 son activados la proteina Gi/o libera a la subunidad a que inhibe la
actividad de la adenilato ciclasa. En paralelo, se libera la subunidad By que estimula la
activacion de la fosfolipasa C (PKC) la cual cataliza la sintesis del inositol (1,4,5)-
trifosfato (IP3), un segundo mensajero que provoca la liberacion de iones Ca?* de los
depdsitos intracelulares del reticulo endoplasmico, activando a la calcineurina, una
fosfatasa que desfosforila a los canales de Ca®* de tipo L, reduciendo la excitabilidad de

las NEMs de la via indirecta inducida por el glutamato (17).

La liberacion de glutamato de las neuronas corticales en la hendidura sinaptica es
un proceso regulado tanto por la presencia de adenosina como de dopamina, ambas
ejerciendo efectos antagdnicos que permiten una adecuada regulacion en la liberacién de

este neurotransmisor y, por tanto, en la activacion de las NEMs del estriado (ver Fig. 5).
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Figura 5. Liberacion de glutamato desde las neuronas de la corteza.
La liberacion de glutamato se encuentra regulada por la accion de ambos tipos de
receptores de adenosina a nivel presinaptico, en donde la activacion de los receptores Al
inhibe su liberacion mientras que los receptores A2A la favorecen. AMPA: receptor de
glutamato, D2R: receptor de dopamina de tipo D2, D1R: receptor de dopamina de tipo
D1, A2AR: receptor de adenosina de tipo A2A, Glu: Glutamato (Modificado de la
referencia 25).

3.6 Funcion de la adenosina y sus receptores

La adenosina es un nucledsido formado por una base purinica (adenina) y una
molécula de hidrato de carbono (ribosa) a partir de la hidrolisis del ATP por accion de
enzimas intracelulares (endonucleotidasas) o extracelulares (ectonucleotidasas) (20, 26).
La principal fuente de adenosina en el estriado de ratas es a nivel intracelular, como se
ha reportado en un estudio (20); cuando su concentracion dentro de la célula excede la
del medio externo este nucledsido difunde pasivamente hacia el espacio extracelular a

través de unas proteinas acarreadoras.

La adenosina actia como un modulador en el cerebro, ejerciendo control
autocrino y paracrino en diversas funciones de las células neuronales y gliales (27). En
el sistema nervioso central la adenosina tiene efectos tanto a nivel presinaptico como

postsinaptico a través de la activacion de 4 subtipos de receptores acoplados a proteinas
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G: Al, A2A, A2B y A3 (23, 27). La adenosina se une con gran afinidad a los receptores
Al (=70 nM) seguido de los A2A (=150 nM); ambos se expresan en abundancia en el

cerebro de los mamiferos (27).

Algunos estudios han indicado que los receptores Al se encuentran localizados
en las NEMs GABAérgicas de la via directa y en las aferentes excitadoras provenientes
de la corteza cerebral (7, 13, 19, 28, 29). En las terminales corticoestriatales la
activacion de los receptores Al acoplados a proteinas Gi/o inhibe la liberacion de
glutamato (19), posiblemente porque a nivel presinaptico estos receptores causan el
cierre de los canales de calcio de tipo N y porque promueven la apertura de algunos
tipos de canales de potasio, provocando hiperpolarizacion del potencial de membrana
(27, 30).

Por otro lado, los receptores A2A se expresan en alta densidad en las NEMs
GABAérgicas estriatopalidales de la via indirecta, co-localizados con los receptores de
dopamina D2 (7, 8, 13, 28, 29). Los receptores A2A estan acoplados a proteinas Gs, los
cuales estimulan la actividad de la enzima adenilato ciclasa, incrementando la sintesis de
AMPc encargada de la activacion de la PKA. La activacion de los receptores A2A
aumenta la excitabilidad de las NEMs de la via indirecta. Por otro lado, la activacion de
los receptores A2A expresado en las terminales corticoestriatales facilita la liberacion de
glutamato (29, 31) lo cual también contribuye a incrementar la excitabilidad de las
NEMs del estriado (27).

La co-localizacion de los receptores de adenosina y dopamina tanto a nivel
postsinaptico, en el soma de las NEMs, como a nivel presinaptico, en las terminales
nerviosas de la via corticoestriatal, sugiere que la adenosina interacttia con la dopamina
para regular la actividad de las NEMs de ambas vias del circuito motor para la

generacion de los movimientos, como se explica en las secciones siguientes.

24



3.7 Interaccion funcional de los receptores A1y D1 en las NEMs de la via directa

Se ha demostrado que la activacion de los receptores D1 aumenta la accion
excitadora del glutamato en las NEMs de la via directa facilitando la liberacion del
neurotransmisor GABA en los nicleos de salida (GPe y SNr), sin embargo, este efecto
es contrarrestado por la accion de los receptores Al, sugiriendo la existencia de una
funcién antagonica entre ambos receptores (5, 32). El principal sitio de interaccién de
los receptores A1y D1 es el somay las dendritas de las NEMs de la via directa en donde
se modula el disparo de potenciales de accion que dan lugar a la liberacién sinéptica del
GABA (23, 26, 32).

La activacion eléctrica de las NEMs de la via directa es modulada por la
interaccion intramembranal de los receptores D1 y Al que involucra la activacion o
inhibicidn, respectivamente, de la enzima adenilato ciclasa encargada de sintetizar el
segundo mensajero AMPc que activa a la PKA, la cual fosforila a los receptores
glutamatérgicos AMPA aumentando su permeabilidad al Ca?* (7, 8). La unién de la
adenosina a los receptores Al promueve la activacion de las proteinas Gi/o, cuya
subunidad Gi(a) disminuye el estado de alta afinidad de los receptores D1 a la
dopamina, que se encuentran acoplados a las proteinas Gs/olf, reduciendo la activacion
de adenilato ciclasa y la sintesis del AMPc (7, 8), que a su vez disminuye la actividad de
la PKA y en consecuencia la fosforilacion de los canales de glutamato AMPA, dando
como resultado final una menor entrada de Ca?* (4, 7, 8). Por otro lado la subunidad
Gi(By) se acopla a los canales de K* rectificadores entrantes aumentando su
conductancia, lo cual favorece la salida de iones K* que propicia la hiperpolarizacion de
la neurona hacia el “down-state”, inhibiendo la generacion de potenciales de accion y la
liberacion del GABA (7, 8) (ver Fig. 6). Este efecto se ha observado en modelos
animales en donde la aplicacion de agonistas de los receptores Al reduce
sustancialmente la acumulacién de AMPc inducida por los agonistas D1, inhibiendo la
actividad motora de los animales, mientras que los antagonistas Al tienen el efecto

opuesto (6, 8).
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Figura 6. Interaccién de los receptores A1y D1 postsinapticos expresados en las
NEMs de la via directa.
Al-R: receptor de adenosina de tipo Al; D1-R: receptor de dopamina de tipo D1,
DARPP-32: fosfoproteina regulada por AMPc dependiente de dopamina; NMDA-R:
receptor de glutamato de tipo N-metil-D-aspartato; subtipos de proteinas G: Gs/olf, Gi;
AC: adenilato ciclasa; AMPc: adenosin monofosfato ciclico; PKA: proteina cinasa A,
PP-1: fosfatasa de proteinas tipo 1. (Modificado de la referencia 26).

3.8 Interaccion funcional de los receptores A2A y D2 en las NEMs de la via

indirecta

En las NEMs de la via indirecta existe una co-localizacion a nivel postsinaptico
de los receptores A2A 'y D2, principalmente en el cuello de las espinas dendriticas (7, 8).
Cuando la inervacion dopaminérgica estd intacta, la dopamina enddgena estimula
fuertemente a los receptores D2 acoplados a las proteinas Gi/o, causando una inhibicion
tonica de la AC que inactiva la via de sefializacion de AMPc/PKA inducida por los
receptores A2A acoplados a proteinas Gs(olf) (7, 8). Por otra parte, en estas mismas
neuronas los receptores D2 también estan acoplados a la proteina Gq y su activacion
libera a la subunidad By que estimula la fosfolipasa Cp (PLCP) que cataliza la sintesis

del inositol (1,4,5)-trifosfato (IP3), un segundo mensajero que provoca la liberacion de
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iones Ca®* de los depositos intracelulares del reticulo endoplasmico, activando a la
calcineurina, una fosfatasa que desfosforila a los canales de Ca?* de tipo L (33), lo cual

reduce la excitabilidad de las NEMs inducida por el glutamato (19).

En contraste, cuando se pierde la inervacién dopaminérgica, sobresale la accién
de los receptores A2A, los cuales ejercen un papel modulador controlando la actividad
de la fosfoproteina regulada por AMPc dependiente de dopamina (DARPP-32),
propiciando la sobre-excitacion de las NEMs de la via indirecta (34) (ver Fig. 7). La
interaccion intramembranal de los receptores A2A/D2 controla en forma antagonica la
excitabilidad de las NEMs de la via indirecta y, en consecuencia, su probabilidad de
liberacion de GABA en el GPe (35).

P-Thr34- Thr34-
DARPP32 DARPP32

1 Cah
intracelular

PLC

Figura 7. Interaccion de los receptores A2A y D2 postsinapticos expresados en las
NEMs de la via indirecta.
A2A-R: receptor de adenosina; D2-R: receptor de dopamina; AMPA-R: receptor de
glutamato; subtipos de proteinas G: Gs/olf, Gi, Gqg; AC: adenilato ciclasa; AMPc:
adenosin monofosfato ciclico; PKA: proteina cinasa A; PP-1: fosfatasa de proteinas tipo
1; PLC: fosfolipasa C; IP3: inositol (1,4,5)-trifosfato; RE: reticulo endoplasmico.
(Modificado de la referencia 26).
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3.9 Interaccion funcional de los receptores Al y A2A en la terminal corticoestriatal

Los mecanismos neuronales que modulan la funcionalidad de los ganglios de la
base podrian implicar también la activacion de los receptores Al y A2A a nivel
presinaptico. Estos dos receptores se encuentran co-localizados principalmente en las
terminales glutamatérgicas corticoestriatales en donde presentan una interaccion
antagénica intramembranal (19), observandose que la estimulacion de los receptores
A2A disminuye la afinidad de los receptores Al hacia sus agonistas; por el contrario, la
estimulacion de los receptores Al inhibe la activacion de la enzima AC mediada por los
receptores A2A (7, 8). De igual forma, los cambios en la concentracion de adenosina
enddgena producen cambios en la liberacion del glutamato desde las terminales de la
corteza cerebral hacia el estriado (7, 8). En condiciones basales, la baja concentracion de
adenosina enddgena (=70 nM) en la hendidura sindptica de las terminales nerviosas
glutamatérgicas estriatales favorece la activacion de los receptores Al produciendo el
cierre de los canales de calcio dependientes de voltaje, lo que disminuye la probabilidad
de la liberacion de glutamato. Por el contrario, la activacion de los receptores A2A
debido a una mayor concentracion de adenosina (=150 nM) produce un incremento en la

secrecion de este neurotransmisor (7, 8, 19, 27).

El hecho de que la secrecion de glutamato en el espacio sinaptico modifique el
estado de excitabilidad de las NEMs de ambas vias pone de manifiesto la importancia
que desempefian los receptores A1 y A2A a nivel presinaptico en la activacion de las
NEMs del estriado para la transmision de la informacion y en consecuencia, en la

generacion de los movimientos del cuerpo (7, 8) (ver Fig. 8).
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Figura 8. Interaccion de los receptores Al y A2A presinapticos.
Al: receptores de adenosina de tipo Al; A2A: receptores de adenosina de tipo A2A,
subtipos de proteinas G: Gs/olf, Gi; AC: adenilato ciclasa, AMPc: adenosin monofosfato
ciclico (Modificado de la referencia 8).

3.10 Funcidn global del circuito motor extrapiramidal

La actividad del circuito motor extrapiramidal inicia cuando las neuronas
piramidales de la corteza se activan y desencadenan la liberacion de glutamato en la
sinapsis corticoestriatal. Este Ultimo proceso esté regulado por diversas sustancias, entre
las que destaca la adenosina, que al activar los receptores Al inhibe la liberacién del
glutamato mientras que la estimulacién de los A2A promueve su secrecion (6, 8). El
glutamato liberado estimula a los receptores AMPA y NMDA en las espinas dendriticas
de las NEMs, causando la despolarizacion de las neuronas e induciendo la generacion de

potenciales de accidn y, en consecuencia, la liberacion del GABA (7, 8).

Las NEMs también reciben inervacion de las neuronas dopaminergicas de la
SNc, cuyas terminales hacen sinapsis en el cuello de las espinas dendriticas de las
NEMs, ocupando una posicion estratégica para modular la entrada excitadora

corticoestriatal. En conjunto, la presencia de glutamato, adenosina y dopamina regulan
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la actividad de las NEMs para la liberacion del GABA en otras estructuras del circuito
motor (36, 37).

Una vez que las NEMs reciben la informacién de ambos ndcleos (corteza
cerebral y SNc) ésta es procesada y el resultado (excitacion o inhibicion) dependera del
tipo de receptor dopaminérgico o de adenosina que exprese la neurona (6, 8, 34). Como
se observa en la Figura 3, la estimulacién de las NEMs de la via directa inhibe a las
neuronas GABAGérgicas de los nucleos de salida, conformados por la SNr y el GPi,
mientras que la activacion de las NEMs de la via indirecta inhibe a las neuronas
GABAérgicas del GPe. Por su parte, las neuronas del GPe inhiben a las neuronas
glutamatérgicas del NST, que hacen sinapsis excitadoras con las neuronas GABAérgicas
de la SNr y del GPi. Estos nucleos de salida del circuito extrapiramidal envian
proyecciones inhibitorias hacia el tdlamo, estructura encargada de activar a la corteza
cerebral para la generacion de los movimientos voluntarios del cuerpo (36, 37).

Las NEMs de las via directa e indirecta ejercen una influencia inhibitoria y
excitadora, respectivamente, en la actividad neuronal de los nicleos de salida. Al
estimular las NEMs de la via directa se promueve la activacion del talamo; mientras que
la activacion de las NEMs de la via indirecta desinhibe el NST, aumentando la actividad
de los nucleos de salida (SNr/GPi) que ejercen un control inhibitorio en el tAlamo (ver
Fig. 3). De acuerdo con este modelo, se observa que la activacién de la via directa del
circuito motor favorece los movimientos, mientras que la activacion de la via indirecta
los inhibe, de tal forma ambas vias trabajan en conjunto para que los movimientos del
cuerpo sean planeados, coordinados y ejecutados adecuadamente (36). Cuando la
inervacion dopaminérgica esta intacta, la activacion de los receptores D1 de las NEMs
de la via directa favorece su excitabilidad, mientras que la estimulacion de los receptores
D2 de las NEMs de la via indirecta disminuye su excitabilidad, dando como resultado
global una inhibicién de los nucleos de salida (SNr y GPi) que favorece la ejecucion de

los movimientos voluntarios. Todo lo anterior se altera cuando se pierde la inervacion
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dopaminérgica, desencadenando las manifestaciones clinicas de la enfermedad de

Parkinson.

3.11 Funcién del circuito motor en la Enfermedad de Parkinson

En la enfermedad de Parkinson (EP) la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
de la SNc causa una profunda deplecion de dopamina en el cuerpo estriado, lo cual
disminuye el efecto antagdénico de los receptores D1 y D2 sobre los receptores Al y
A2A respectivamente, alterando la funcion y excitabilidad de las NEMs de ambas vias
del circuito motor (34).

Como se observa en la Figura 9, en la EP se reduce la inhibicion producida por la
estimulacion de los receptores D2 en las NEMs de la via indirecta, lo que favorece la
activacion de los receptores A2A, incrementando la actividad de las neuronas del NST y
produciendo una mayor excitacion sobre la SNr y el GPi (34). Por otro lado, la ausencia
de estimulacion de los receptores D1 en las NEMs de la via directa aumenta la
activacion de los receptores Al lo que disminuye la excitabilidad de las NEMs y
favorece la excitacion de la SNr y el GPi (34) (ver Fig. 9). En conjunto, la sobre-
estimulacion de los receptores de adenosina en ambas vias del circuito motor produce un
aumento de la actividad de las neuronas GABAGérgicas de los nicleos de salida
(SNr/GPi), lo que se traduce en la inhibicion del talamo impidiendo la transmision de la
informacion hacia la corteza motora, evitando de este modo la generacién de

movimientos del cuerpo (34).

Con la finalidad de proponer posibles alternativas de tratamiento farmacologico
que aminoren los sintomas de la EP, es fundamental conocer mas a fondo los cambios
funcionales adaptativos que experimentan los receptores de adenosina en el cuerpo

estriado privado de su inervacién dopaminérgica.
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Figura 9. Circuito motor de los ganglios basales en la enfermedad de Parkinson.
SNc: sustancia nigra pars compacta; NST: nacleo subtalamico; GPe: globus pallidus
externo; GPi: globus pallidus interno; SNr: sustancia pars nigra reticulata. (Modificado
de la referencia 1y 4)

3.12 Papel de los receptores Al y A2A en la enfermedad de Parkinson

El tratamiento farmacoldgico para el manejo de los sintomas parkinsonianos
incluye la levodopa, precursor de la dopamina y los agonistas dopaminérgicos (38, 39,
40). Aungue la levodopa presenta grandes beneficios en los pacientes con Parkinson,
con el paso del tiempo la duracion de estos efectos disminuyen, las respuestas al
tratamiento son menos predecibles y pueden desarrollarse movimientos musculares
involuntarios (discinesias) o distonia (espasmos involuntarios dolorosos en varias partes
del cuerpo) (40). Por esta razon, ha surgido la necesidad de buscar farmacos con nuevos
mecanismos de accion que puedan ser de gran utilidad para aminorar los sintomas de los
pacientes (7, 39, 41). En este sentido, la regulacion que ejerce la adenosina en la

actividad de las NEMs de ambas vias del circuito motor ha fomentado la generacion de
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nuevas alternativas terapéuticas centradas en la modulacion de la actividad de los
receptores Al y A2A (41, 42).

En modelos animales de la EP se ha observado que la utilizacion de antagonistas
A2A revierten los sintomas motores sin la induccion o exacerbacion de discinesias (41).
Estos hallazgos han sido corroborados también en estudios realizados en humanos,
encontrando que los antagonistas A2A mejoran modestamente los sintomas motores en
pacientes con Parkinson en etapas avanzadas, sin incrementar los problemas de

discinesias (40).

Sin embargo, la mayoria de los estudios que han evaluado la modulacién de la
transmision corticoestriatal por la adenosina han sido efectuados en modelos animales
con la inervacion dopaminérgica intacta, lo cual impide el entendimiento preciso de la
accion de la adenosina en el estriado en ausencia de dopamina, como es el caso de la EP
(19, 28, 31). Por tal motivo, el abordaje experimental que puede ayudar a esclarecer la
contribucion de la adenosina en las alteraciones del circuito motor extrapiramidal en la

EP es la utilizacion de modelos animales con denervacién dopaminérgica en el estriado.

A continuacién se presenta una sintesis de las evidencias encontradas sobre la
funcién que tienen los receptores de adenosina Al y A2A en la transmision sinéptica

corticoestriatal del circuito motor extrapiramidal, tanto a nivel pre como postsinaptico.

3.13 Evidencias morfologicas de la expresion de receptores Al y A2A en botones

sinapticos de la via corticoestriatal.

La coexistencia de los receptores Al y A2A en la terminal nerviosa de la via
corticoestriatal sugiere la presencia de un mecanismo regulador en la transmision
sinaptica en donde los cambios en la concentracion de adenosina modulan la liberacién
de glutamato en el estriado a través de la activacion de estos receptores presentes a nivel
presinaptico, regulando de este modo la funcién de las NEMs en ambas vias del circuito
motor (19).
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Varios estudios han indicado que los receptores de adenosina Al y A2A se co-
localizan con los transportadores vesiculares de glutamato de tipo 1y 2 (vGIuTl y
vGIuT2) en las terminales glutamatérgicas del cuerpo estriado de ratas, tanto en
sinaptosomas (elementos pre y post-sindpticos) como en las terminales nerviosas
(elemento presinaptico) (19, 28, 31). De igual forma, en algunos estudios (28, 29) se ha
encontrado que los receptores A2A se co-localizan en mayor proporcion con los
vGIuT1, marcador selectivo de las terminales glutamatérgicas corticoestriatales; en
contraste, una menor cantidad se co-localizan con los vGIluT2, que solo se expresan en

las terminales tAlamoestriatales (28, 29).

De acuerdo con las evidencias anteriores, se puede concluir que los receptores
Al y A2A se expresan en las terminales corticoestriatales, sugiriendo que podrian estar
implicados en la modulacion de la liberacion de glutamato y, en consecuencia, el control
de la actividad motora voluntaria a través de la estimulacion de las NEMs. Sin embargo,
también es indispensable identificar la manera en la cual regulan la probabilidad de
liberacion de glutamato en condiciones normales y en ausencia de dopamina, como es el
caso de la EP (1, 34).

3.14 Evidencia neuroquimica de modulacion adenosinérgica de la transmision

sinaptica corticoestriatal

En concordancia con las evidencias morfoldgicas que indican la co-localizacion
de los receptores Al y A2A en las terminales glutamatérgicas estriatales, algunos
estudios han encontrado que la liberacion de glutamato en sinaptosomas del estriado de
ratas es modulada por ambos receptores en sentidos opuestos, dependiendo de la
concentracion de adenosina presente en el espacio sinaptico. Cuando existe una baja
concentracion de adenosina (1 pM) se inhibe la secrecién de glutamato, efecto
mimetizado al agregar un agonista selectivo de los receptores Al (19); por el contrario,

cuando aumenta la concentracion de adenosina (10-100 uM) se incrementa la liberacion
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del neurotransmisor, observandose el mismo efecto al agregar el agonista selectivo de
receptores A2A, CGS 21680 (19). Se observo que la activacion de los receptores A2A
redujo la afinidad de la adenosina por los Al (19). Estos resultados indican que los
receptores Al y A2A de las terminales corticoestriatales presentan diferentes niveles de
afinidad por la adenosina, sugiriendo que ambos poseen una funcién antagénica en la

regulacion de la transmision sinaptica excitadora del estriado.

En otro estudio (29) se encontr6 que el agonista A2A (CGS21680) facilitd la
liberacion de glutamato en sinaptosomas del estriado de ratas cuyas NEMs no expresan
los receptores A2A, mientras que el efecto estimulante del agonista A2A no ocurri6 en
sinaptosomas estriatales provenientes de ratas cuyas neuronas corticales carecen de los
mismos receptores (29). La liberacion de glutamato inducida por la activaciéon de los
receptores A2A fue inhibida por la administracion de un farmaco antagonista A2A pero
no con un antagonista de los receptores Al (31). Estos resultados confirman que solo los
receptores presinapticos A2A en las terminales glutamatérgicas que provienen de la
corteza hacia el estriado estan involucrados en el aumento de la liberacion de glutamato

que excita a las NEMs (29).

Las evidencias funcionales concuerdan con los hallazgos acerca de la co-
localizacion de los receptores Al y A2A en las terminales glutamatérgicas
corticoestriatales, sugiriendo que ambos actian como moduladores, ya sea favoreciendo
o inhibiendo la liberacion del glutamato en la hendidura sinaptica, y por ende, podrian
estar implicados en la regulacion de la transmision glutamatérgica del estriado (19, 28,
31).

3.15 Evidencias electrofisiologicas de modulacion adenosinérgica de la transmision

sinaptica corticoestriatal

La modulacion ejercida por los receptores Al y A2A sobre la transmision

glutamatérgica estriatal también ha sido evaluada midiendo la respuesta
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electrofisiologica inducida en las NEMs registradas tras la estimulacion de las terminales
corticoestriatales en rebanadas del cuerpo estriado de ratas (43, 44). A continuacién se

presenta un resumen de estas evidencias.

3.15.1 Efecto de la adenosina

La aplicacion de adenosina a concentraciones de 20 a 50 uM en rebanadas del
estriado de ratas disminuye la liberacion de glutamato produciendo una reduccion del
potencial postsindptico excitador (PPSE) y de las corrientes postsinapticas excitadoras
(CPSEs), tanto en registros extracelulares como intracelulares (44, 45, 46). Con la
finalidad de identificar el tipo de receptor de adenosina que produce esta accién, otros
autores realizaron estos mismos experimentos en rebanadas del estriado de ratones
manipulados genéticamente para que no se expresen los receptores Al, encontrando que
concentraciones de adenosina de 30 a 100 uM no producian ninguna modificacion en el
PPSE ni en las CPSEs (47), corroborando que los receptores Al son los responsables de

producir la inhibicion en la liberacion del glutamato.

Como se menciono6 con anterioridad, los receptores de adenosina se encuentran
presentes tanto a nivel presinaptico en la neurona corticoestriatal como a nivel
postsinaptico en las NEMs del estriado. Por tal motivo, se realizaron estudios para
evaluar si la aplicacion de adenosina producia un cambio en el cociente de pulso
pareado, una técnica utilizada para identificar si el efecto de la aplicacion de farmacos es
a nivel pre o postsinaptico. Esta técnica consiste en la aplicacion de dos estimulos de la
misma intensidad pero separados por un intervalo de tiempo, obteniendo dos
componentes: S1, que es la primera corriente y el S2, la segunda corriente; el cambio en
el cociente S2/S1 indica que la accion de los farmacos se produce a nivel presinaptico
(46, 47). De acuerdo a la teoria del calcio residual, un aumento en el cociente del pulso
pareado indica una inhibicion presindptica de la probabilidad de liberacion del
neurotransmisor, mientras que una disminucién del cociente indica una facilitacion

presinaptica (48). En los estudios realizados en rebanadas del estriado de ratas se
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encontré que la aplicacion de adenosina produce un incremento en el cociente de pulso
pareado, asi como una disminucion en el potencial postsinaptico excitador tanto en
registros poblacionales como en registros intracelulares (43, 46, 47). Estos hallazgos
sugieren que la adenosina presente en el espacio extracelular del estriado (20) produce
una depresion de la transmision sinaptica corticoestriatal al inhibir la liberacién del
glutamato de las neuronas corticales que inervan a las NEMs (43, 46, 47); efecto

realizado principalmente por la activacion de los receptores de adenosina Al (45, 46).

Las evidencias anteriores indican que la adenosina presente en la hendidura
sinaptica entre las neuronas de la corteza y las NEMs ejerce su accion a nivel
presinaptico inhibiendo la liberacion de glutamato y, por ende, aumentando el PPSE y de
las CPSEs dependiendo de la concentracion existente en el espacio sinaptico (43, 44, 45,
46, 47). Cabe recalcar que estos hallazgos se realizaron en animales con la inervacion
dopaminérgica intacta; y debido a que estos receptores de adenosina se co-localizan con
los de dopamina, es importante conocer si la funcion de los receptores Al y A2A se

modifica cuando existe una deplecion de la dopamina.

3.15.2 Efecto de los agonistas y antagonistas selectivos de los receptores Al

Para esclarecer la funcion de los receptores Al en la transmision sinaptica
corticoestriatal se han realizado estudios empleando agonistas y antagonistas selectivos

de estos receptores en animales con la inervacion dopaminérgica intacta (20, 44, 46).

Se ha observado que los agonistas de los receptores Al, como el R-PIA (1 uM) y
el CPA (0.5 uM), inhiben los PPSE registrados en las NEMs del estriado al estimular las
proyecciones talamoestriatales (46) y corticoestriatales (44, 46). EI R-PIA también
inhibid el potencial de campo en forma dependiente de la concentracion (0.5-5 puM),
efecto que perdurd hasta 50 min durante el lavado (44). Estos resultados demuestran

que tanto las proyecciones excitadoras procedentes del tallamo como de la corteza hacia
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el estriado estan sujetas a la modulacion inhibidora ejercida por la adenosina a través de
la activacion de los receptores Al.

La aplicacion de antagonistas de los receptores Al en rebanadas del estriado de
ratas previene la inhibicion del PPSE corticoestriatal causada por la adenosina y los
agonistas Al, tanto en registros extracelulares (44, 46) como intracelulares (45, 46). De
igual, los antagonistas de receptores Al, DPCPX (0.5-5 uM) y 8-ciclopentil teofilina (1
M), producen por si mismos un aumento en la amplitud del potencial de campo (20, 44,
46) y del PPSE registrado intracelularmente en las NEMs (45, 46), al estimular la via
corticoestriatal, indicando que en las rebanadas de estriado la adenosina enddgena ejerce
a nivel presinaptico una accidn inhibidora tonica de la liberacion de glutamato en esta

via.

3.15.3 Efecto de los agonistas y antagonistas selectivos de los receptores A2A

La accion de los receptores de adenosina tipo A2A es opuesta a la que presentan
los receptores tipo Al; por lo cual se han realizado investigaciones acerca del efecto que
producen los agonistas y antagonistas A2A en la transmision corticoestriatal (28, 46, 49,
50).

En algunos estudios se ha reportado que la administracion de agonistas de los
receptores A2A en rebanadas del estriado de ratas con la inervacién dopaminérgica
intacta produce una ligera disminucion en el PPSE (44), mientras que en otros estudios
no se han reportado modificaciones en la amplitud de los PPSE ni en las CPSEs cuando
se administran solos, tanto en registros poblacionales como intracelulares de las
neuronas del estriado (44, 46). Solamente en un estudio (28) la administracion del
agonista de receptores A2A, CGS 21680, produjo un incremento en las CPSEs de las

NEMs de la via directa pero no en las de la via indirecta.
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En rebanadas de cerebro procedentes de ratas con la inervacion dopaminérgica
intacta la aplicacion aislada de antagonistas de los receptores A2A no produce
modificaciones en el PPSE y en las CPSEs, tanto en registros de potencial de campo
como registros intracelulares (28, 49, 50, 51). Sin embargo, la co-aplicacion de
antagonistas A2A con un agonista de receptores D2 reduce tantos los PPSE como la
frecuencia y amplitud de las CPSEs (49, 51). La utilizacion del protocolo de pulso
pareado indicé que, en presencia de un agonista D2, el antagonista A2A aumento la
amplitud del componente S2, indicando que el efecto sinérgico para inhibir la liberacion
de glutamato ocurrio a nivel presinaptico (49, 51).

Los receptores A2A presindpticos modulan a las vias aferentes corticoestriatales
que hacen sinapsis con las NEMs de ambas vias del circuito motor. Esto se demostré en
un estudio (28) en donde los antagonistas A2A disminuyeron la amplitud de las CPSEs
de las NEMs de la via directa, sin presentar ningun efecto en las NEMs de la via
indirecta, en presencia del antagonista GABAérgico picrotoxina (28). La administracion
de agonistas A2A, por el contrario, increment6 la amplitud de las CPSEs solamente en
las neuronas de la via directa (28). Otro estudio (52) corroboré lo anterior mostrando que
los antagonistas A2A no modificaron los PPSE en las NEMs de la via indirecta (52). En
contraste, el bloqueo de los receptores A2A potencio la depresion de largo plazo en las
NEMs de la via indirecta, pero no el de la via directa. Sin embargo los efectos inducidos
en las NEMs de la via indirecta al activar los receptores A2A presindpticos no se han
estudiado en su totalidad, en donde posiblemente el bloqueo selectivo de estos
receptores permita la estimulacion de la actividad motora al evitar la liberaciéon del
glutamato sobre NEMs del estriado, y por ende mejore los sintomas de los pacientes con
Parkinson (28, 52).

Todos las evidencias presentadas anteriormente se han obtenido en animales con
la inervacion dopaminérgica intacta, a excepcion de un estudio (51) en donde se
utilizaron rebanadas del estriado de ratas adultas con lesion de la via dopaminérgica con
6-OHDA. Cuando se aplicaron simultaneamente antagonistas A2A y agonistas de los

receptores D2 se observd una reduccion en el PPSE y en las CPSEs. Estas evidencias
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apoyan el planteamiento de una interaccion antagénica funcional entre los receptores D2
y A2A que contribuye a la modulacion de la transmision sinaptica en el circuito motor.
De igual forma, estos hallazgos sugieren que la utilizacion en conjunto de antagonistas
A2A y agonistas D2 podria contribuir a mejorar la transmision sinaptica en las neuronas
corticoestriatales, favoreciendo la generacion y control de los movimientos voluntarios

que mejoren los sintomas de la EP (51).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pérdida de las neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson
produce una cascada de modificaciones funcionales de varios componentes de los
ganglios basales, entre los que se encuentran un aumento de la expresion y posiblemente
de la funcién de los receptores de dopamina (53) y adenosina (54), entre otros. Es
probable que estos cambios homeostaticos contribuyan a la aparicion de los signos y
sintomas de la enfermedad, razon por la cual se han desarrollado diversos tratamientos
farmacoldgicos (1, 39, 55), que tienen como prop6sito compensar estas alteraciones para
restaurar la movilidad de los pacientes.

Entre las sustancias farmacologicas que han empezado a utilizarse para el
tratamiento de la enfermedad se encuentran los antagonistas de los receptores A2A, ya
que favorecen la accion de los receptores D2 mejorando las actividades motoras de los
pacientes (49). Algunos estudios han indicado que la utilizacion en conjunto de los
agonistas de los receptores D2 y los antagonistas de receptores A2A disminuye la
frecuencia de potenciales postsinapticos excitatorios del estriado, posiblemente por la
inhibicion en la liberacion de glutamato (39, 52). Esta accion en conjunto de los
receptores sugiere un posible mecanismo postsinaptico que posiblemente contribuiria a
disminuir los sintomas parkinsonianos al evitar la sobreestimulacion de las neuronas del
estriado (52).

Sin embargo, también se ha documentado que la cafeina es capaz de mejorar la
funcién motora en pacientes con enfermedad de Parkinson (9, 10, 11). El hecho de que
la cafeina sea un antagonista no selectivo de los receptores de adenosina Al y A2A (56),
sugiere que el bloqueo de ambos receptores puede contribuir a la mejora de los sintomas
parkinsonianos. Esta idea ha sido apoyada por la observacion de que la mejoria de la
funcién motora de ratas hemiparkinsonianas tratadas con dosis bajas de cafeina puede

ser imitada administrando dosis equivalentes de un antagonista selectivo de los
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receptores A2A de adenosina (ZM 2413859 o de un bloqueador selectivo de los
receptores Al (DPCPX) (57).

Para dilucidar los mecanismos por los cuales los receptores A1 y A2A modulan
la funcion de los circuitos neuronales del cuerpo estriado se han realizado diversos
estudios electrofisiologicos. Sin embargo, en su mayor parte estos trabajos se han
realizado en animales con la inervacién dopaminérgica intacta, enfocandose en el
estudio de su accion a nivel postsinaptico. Los resultados encontrados en estos estudios
no representan la situacion real de los pacientes con Parkinson, en quienes la deplecién
de dopamina genera cambios funcionales en diversos receptores, incluyendo los de
dopamina y adenosina (55, 53, 54). Por esta razén, es importante realizar mas estudios
evaluando la accidn a nivel presinaptico de los agonistas y antagonistas de los receptores
Al y A2A sobre la transmision excitadora corticoestriatal en modelos animales con
deplecién de dopamina, la cual simula mejor los cambios plasticos que ocurren en los
receptores y sinapsis del estriado. Solo de esta forma podra averiguarse si el bloqueo
individual o combinado de los receptores Al y A2A seria la combinacidn apropiada para

lograr un mejor control de los sintomas de la enfermedad de Parkinson (1, 29, 55).

A raiz de los estudios previos acerca de la funcion de los receptores Al y A2A,
para fines de este proyecto planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ¢La
ausencia de dopamina aumenta la activacion de los receptores A1l y A2A para inhibir y
facilitar, respectivamente, la estimulacion en la transmisién glutamatérgica excitadora de
la via corticoestriatal? La respuesta a dicha pregunta contribuira a tener mejor
conocimiento de la funcion de la adenosina en la regulacion de la transmisién sinaptica
de los ganglios basales cuando no esta presente la dopamina, situacion que se encuentra

en los pacientes con Parkinson.
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5. JUSTIFICACION

Existen varios estudios que han investigado las modificaciones en la modulacion
del circuito motor que se producen en la enfermedad de Parkinson. Sin embargo, ain
hacen falta estudios en donde se evallen los posibles efectos benéficos de la aplicacion
de farmacos que activen o blogqueen a los receptores Al puesto que no se conoce con
claridad la modificacion funcional de éstos tras la deplecion de dopamina. De igual
forma, debido a que existen evidencias de que los receptores Al y A2A estan presentes
tanto en las terminales nerviosas corticoestriatales como en las NEMs del estriado, es
importante conocer la funcion que ejercen estos receptores en el circuito motor

extrapiramidal tanto a nivel pre como postsinaptico (8, 19, 42).

La aparicion de diversos efectos adversos como resultado de la terapia
farmacoldgica antiparkinsoniana ha impulsado la busqueda de alternativas que puedan
utilizarse en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Recientes estudios
preclinicos apoyan la estrategia de utilizar antagonistas de los receptores de adenosina,
tanto A1 como A2A, como una potencial terapia no dopaminérgica para los pacientes
con Parkinson (57). Esta alternativa puede contribuir la disminucion de los sintomas de
la enfermedad sin causar empeoramiento en la discinesia, uno de las mayores

complicaciones por el uso del farmaco levodopa (58, 59).

Estudios realizados en ratas parkisonianas han demostrado que el blogueo de los
receptores de adenosina Al y A2A con cafeina produce un potencial mecanismo de
proteccién contra la respuesta inflamatoria durante la destruccion de las neuronas
dopaminérgicas, mejorando la actividad motora en etapas tempranas de la enfermedad o
retrasando el progreso de la misma (60). Del mismo modo, se han realizado estudios con
sustancias antagonistas de los receptores A2A encontrandose no sélo una inhibicion de
las fluctuaciones motoras ocasionadas por el uso prolongado de la levodopa sino
también favorece la neurogeneracion y la reduccion de los cambios funcionales en las

sinapsis y vias de sefializacion en las neuronas (60).
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Es indispensable realizar el estudio de la funcion por separado de los receptores
Al y A2A en la transmision sinaptica, con la finalidad de determinar cual de ellos tiene
una accion mas potente en esta transmision. Los hallazgos encontrados podrian
contribuir a disminuir el efecto excitador del glutamato que provoca la aparicién de los

sintomas parkinsonianos.

Por otro lado, gran parte de los estudios realizados con antagonistas de adenosina
han sido realizados en animales que presentan la inervacion dopaminérgica intacta,
sistema que se observa disminuido en los pacientes con Parkinson y que puede traer
como consecuencia cambios en la funcion de otros receptores. De igual manera, la
mayoria de las investigaciones se han enfocado en la accion a nivel postsinaptico de la
adenosina; aunque algunos estudios han indicado que la modulacién de este
neurotransmisor también se realiza en la neurona presinaptica. Por esta razon, el
presente trabajo estard enfocado en investigar las modificaciones funcionales que sufren
los receptores de adenosina tras la pérdida de dopamina y la forma en la cual esta
sustancia regula la transmision sinaptica corticoestriatal a nivel de la neurona
presinaptica (19, 28, 31).

44



6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar la accion moduladora de los receptores de adenosina Al y A2A sobre
la transmision glutamatérgica de la via corticoestriatal, en presencia de dopamina y en

un modelo animal con deplecion de dopamina.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar el modelo de parkinsonismo inducido mediante la deplecion de
dopamina con un esquema subcrénico de reserpina, midiendo el curso temporal
de: consumo de alimento y agua, cambio de peso corporal y catalepsia de los

animales.

2. Evaluar el efecto de un agonista selectivo de los receptores Al sobre la
transmision glutamatérgica de la via corticoestriatal, en presencia de dopamina y

en un modelo animal con deplecion de dopamina.

3.Evaluar el efecto de un antagonista selectivo de los receptores Al sobre la
transmision glutamatérgica de la via corticoestriatal, en presencia de dopamina y

en un modelo animal con deplecion de dopamina.

4. Evaluar el efecto de un agonista selectivo de los receptores A2A sobre la
transmision glutamatérgica de la via corticoestriatal, en presencia de dopamina y

en un modelo animal con deplecion de dopamina.
5. Evaluar el efecto de un antagonista selectivo de los receptores A2A sobre la

transmision glutamatérgica de la via corticoestriatal, en presencia de dopamina y

en un modelo animal con deplecion de dopamina.
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6.3 HIPOTESIS

Hipotesis nula
La ausencia de dopamina en el estriado no modificara la actividad de los receptores de
adenosina A1 y A2A en la modulacion de la transmision glutamatérgica excitadora de la

via corticoestriatal.

Hipotesis alternas

- Si los receptores de dopamina D1 y de adenosina Al presentan funciones antagonicas
en el estriado, y la activacion de los receptores Al en presencia de dopamina inhibe la
transmision glutamatérgica excitadora de la via corticoestriatal; entonces, la deplecion
de dopamina intensificara la inhibicion de la transmisién glutamatérgica producida por

los receptores Al.

- Si los receptores de dopamina D2 y de adenosina A2A presentan funciones antagénicas
en el estriado, y la activacion de los receptores A2A en presencia de dopamina favorece
la transmision glutamatérgica excitadora de la via corticoestriatal; entonces, la deplecion
de dopamina intensificard la facilitacion de la transmision glutamatérgica producida por
los receptores A2A.
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7. METODOLOGIA

7.1 Animales

Se utilizaron 162 ratas Wistar machos (200-400 g) criados en el bioterio del
Centro de Investigaciones Regionales “Hideyo Noguchi” de la Universidad Autbnoma
de Yucatan (UADY), con la aprobacion del Comité de Bioética para la realizacion del
proyecto de investigacion, como se muestra en el Anexo 1. Los animales se mantuvieron
en cajas de acrilico con un ciclo de luz/obscuridad de 12:12 h (luces encendidas a las 7
a.m.), a una temperatura de 24°C (£ 2°C), con agua potable y alimentos para ratas
(Laboratory Rodent Diet, LabDiet®) a libre demanda. A la mitad de los animales se les
realizd un tratamiento farmacol6gico con reserpina para establecer sintomas motores
similares a los presentados en los pacientes con Parkinson, para lo cual se siguieron los
criterios establecidos en la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio
(National Research Council, USA, 1996) esto con la finalidad de evitar una
manipulacion inadecuada en el animal que pudiera provocarle sufrimientos innecesarios

durante el estudio.

7.2 Modelo farmacoldgico de parkinsonismo causado por el agotamiento de la

dopamina con reserpina.

Aunque el modelo ideal de la enfermedad de Parkinson es la lesion de la via
dopaminérgica nigroestriatal con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), presenta el
inconveniente de requerir cerca de 4 meses para obtener una rata hemiparkinsoniana. La
deplecion de dopamina en el estriado tras la lesion de la via nigroestriatal con 6-OHDA
produce cambios en la expresion de diversos receptores y neuropéptidos en las neuronas
espinosas medianas. La accion de estos neuropéptidos es regulada en forma selectiva por
los receptores de dopamina D1 y D2, que se co-expresan con la dinorfina y sustancia P
en la via directa y la encefalina en la via indirecta, respectivamente. Se ha reportado que

la lesion con 6-OHDA produce en el estriado un incremento en la expresion del ARNm
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de la preproencefalina (PPE) y un decremento de la preprotaquinina (PPT), la sustancia
P y la prodinorfina (pDYN) (61, 62, 63, 64). Aunado a la modificacion de estos
neuropéptidos, se observa un decremento en los autorreceptores D2 en las terminales
dopaminérgicas, seguida de un incremento de los receptores D2 en las neuronas del

estriado; asi como un decremento de la densidad de los receptores D1 (61, 63, 64, 65).

Con la finalidad de reducir el tiempo para obtener rebanadas de estriado con los
cambios adaptativos de mayor similitud a los observados después de la degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas ocasionada con la toxina 6-OHDA, se decidi6 utilizar un
modelo farmacol6gico con reserpina, una toxina que bloquea el transportador vesicular
de monoaminas-2 (VMAT-2) (ver Fig. 10) y que administrada por via sistémica en
pocas horas produce una disminucion en los depositos vesiculares de catecolaminas,
como la dopamina, noradrenalina y serotonina dentro de las vesiculas de las terminales

nerviosas (66, 67).

Transportador
Vesicular de
monoaminas

Reserpina

B .
........
......

Receptor de
monoaminas , ,
.

Célula Postsinaptica Célula Postsinptica Pérdida del
Efecto efecto

Figura 10. Efecto de la administracion de reserpina en las terminales nerviosas.
La administracion sistémica de reserpina bloquea el almacenamiento de las

catecolaminas en las vesiculas sinapticas, evitando asi su liberacion hacia el espacio
sinaptico.
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Diversos estudios han reportado los cambios en la expresion de neuropéptidos y
receptores en el estriado posteriores a la administracion de diferentes esquemas de
tratamiento con reserpina. La aplicacion de una dosis de reserpina de 5 mg/Kg en ratas
produce una reduccion de mas del 95% de la dopamina estriatal en el intervalo de 3 a 48
horas a partir de su administracion (68). Esta disminucion en los niveles de dopamina
modifica la expresion de diversas encefalinas, provocando un aumento en la expresion
del ARNm de la preproencefalina (PPE) en el dia 5 posteriores a la administracion de 5
mg/Kg de reserpina, disminuye la preprotaquinina (PPT) pero no se produce ningun
cambio en la expresion de la prodinorfina (pDYN) (64). La administracion de una dosis
menor de reserpina (2 mg/Kg) durante 2 dias consecutivos produjo también un
incremento de la PPE, del péptido contenedor de encefalina, de la metencefalina y las
encefalinas de bajo peso molecular, en los dias 3 y 5 posteriores a la inyeccién (69). Los
resultados de estos estudios han llevado a proponer que la liberacion tonica de dopamina
reduce la sintesis de péptidos de encefalina en el estriado, produciéndose un aumento de

las encefalinas tras la deplecion de dopamina (69).

Con lo anterior, se demuestra que la deplecion de dopamina con el tratamiento de
reserpina reproduce en menor tiempo modificaciones similares a las observadas en la
lesion con 6-OHDA: aumento de la expresion de PPE y encefalina, y disminucion de
PPT (64, 69).

Ademas de las modificaciones en los neuropéptidos, existe una modificacion en
la densidad de los receptores de dopamina con el tratamiento de reserpina. En el estudio
realizado por Joyce et al. se observo un incremento en la densidad de los receptores D2
después de 14 dias de tratamiento con una dosis de reserpina de 2.5 mg/Kg,
administrada cada 2 dias (65). De igual forma, el mismo efecto en los receptores D2 fue
observado en un lapso menor (dia 3 y 5 postinyeccion) en animales tratados con 2 dosis
de reserpina (10 mg/Kg en el primer dia y 5 mg/Kg en el segundo dia) (70); una mayor
densidad de los receptores D2 se observo en el dia 22 de tratamiento de reserpina de 0.5

mg/kg diarios durante 21 dias (70). El incremento en la expresion de los receptores D2
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con los diferentes tratamientos de reserpina es similar al observado en la lesion con 6-
OHDA, aunque cabe recalcar que los efectos se presentaron en un lapso menor con el

tratamiento de reserpina.

Aunque algunos de los cambios homeostaticos causados por la reserpina en el
estriado son semejantes a los causados por la lesién con 6-OHDA, existen algunas
discrepancias. Asi se ha observado que la lesion con 6-OHDA produce una disminucion
de la densidad de los receptores D1, mientras que el tratamiento con reserpina provoca
un incremento (65). Esta diferencia se ha atribuido a que la destruccion de las aferentes
dopaminérgicas con 6-OHDA elimina la influencia de algun factor tréfico, lo cual no
ocurre con el tratamiento con reserpina que solo vacia la dopamina vesicular (65). Otra
diferencia importante es que la reserpina no solo reduce el almacenamiento de
dopamina, sino que también disminuye el de noradrenalina y serotonina (67), lo cual
puede afectar también el funcionamiento del circuito motor y que se debera tomar en

cuenta durante la interpretacion de los resultados obtenidos en este trabajo.

Sin embargo, a pesar que el modelo de reserpina no reproduce con exactitud
todos los procesos adaptativos que ocurren en el estriado tras la destruccion de las
neuronas dopaminérgicas, sigue siendo un método valido que a corto plazo reproduce

los cambios funcionales presentados en la enfermedad de Parkinson (67).

7.2.1 Propiedades fisicoquimicas de la reserpina

La reserpina es un polvo cristalino blanco, practicamente insoluble en agua y
éter, ligeramente soluble en benzeno y alcohol, y altamente soluble en cloroformo y en
acido acético (71). Dependiendo de las circunstancias, es sujeto de diferentes procesos
de degradacion como la isomerizacion, oxidacion e hidrolisis. El principal producto de
la degradacion oxidativa de la reserpina debido a la luz y el calor es la 3-
dehidroreserpina, una sustancia amarillenta-verdosa que modifica el color de la solucion.

Este proceso de degradacion catalizada por la luz es un motivo de importancia para la
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proteccion durante el almacenamiento y el control de la pureza de la reserpina. Ademas
de la proteccion de la luz, las soluciones de reserpina se pueden estabilizar asegurando
un pH o6ptimo en un rango de 3 a 4 y una atmdsfera pobre de oxigeno, asi como
mediante la adicion de agentes antioxidantes. El acido ascorbico y los compuestos

fendlicos son los més usados para este propdsito (71).

Debido a que la reserpina presenta una baja solubilidad en el agua se utilizaron
dos sustancias para disolverla; una de ellas es la hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-B-
CD) que es un oligosacérido ciclico constituido por unidades de glucopiranosa unidas
por enlaces a-(1,4) (72). La configuracién de los grupos hidroxilos de la ciclodextrina
permite que el exterior de la molécula sea hidrofilico, permitiéndole disolverse en agua,
y una cavidad hidrofobica en su interior que proporciona un microambiente dentro del
cual las moléculas no polares pueden alojarse para formar complejos de inclusion. Todos
los derivados de la ciclodextrina presentan un cambio en el volumen de la cavidad
hidrofobica y en las propiedades de solubilidad, estabilidad ante la luz y el oxigeno, lo
cual contribuye a preservar la actividad quimica de las moléculas capturadas (72).
Comparada con otras sustancias que se suelen emplear para disolver la reserpina
(dimetilsulféxido, acido acético, propilénglicol), la HP-B-CD presenta la enorme ventaja
de ser practicamente atdxica, pues su DLso en la rata es mayor a 5000 mg/Kg tras su
administracion por via oral, y entre 450 y 790 mg/Kg cuando se administra por via
intravenosa. También se ha reportado que la HP-B-CD es muy poco irritante tras la

inyeccion intramuscular (72).

El &cido DL-lactico (Sigma) fue la otra sustancia utilizada para favorecer la
disolucién de la reserpina, la cual es una base débil que tiene mayor estabilidad en un pH
acido (71).

Con base en los estudios previos que reportan las dosis e intervalos de reserpina

gue inducen cambios adaptativos en la expresion de los receptores de dopamina D2 y los

neuropéptidos encefalina y sustancia P en el estriado de las ratas, semejantes a los
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causados por la 6-OHDA (64, 69), para inducir el sindrome parkinsoniano se eligio el

siguiente esquema de tratamiento con reserpina que se representa en la Figura 11:
Reserpina s.c
(5 mg/Kg) (2 mg/Kg)

Aclimatacion ¥

3aSdiasantes | Dia0 | Dial | Dia2 (Dia3 |Diad Dia 5

N N T

- Eutanasia

- Registros
Prueba d_e electrofisiologicos
Catalepsia

Figura 11. Esquema de tratamiento farmacologico con reserpina.

La via de administracion intraperitoneal fue sustituida por la via subcutanea (s.c.)
debido a que Halaris y Freedman (73) reportaron que cerca de un 5% de los animales
tratados con 5 mg/Kg i.p. de reserpina no presentaban los sintomas caracteristicos de la
reserpinizacion (disminucion de peso > 5%, deplecion de serotonina > 83%) a las 24
horas postinyeccion. Sin embargo, cuando la misma dosis de reserpina era administrada
por via subcutanea ninguno de los animales mostrd tolerancia a los efectos de la

reserpina, presentando los sintomas de la reserpinizacion (73).

Todas las dosis de reserpina fueron administradas en un volumen de 1 ml/Kg.
Para determinar las concentraciones adecuadas de HP-B-CD (Aldrich) y de DL-acido
lactico (Sigma-Aldrich) para disolver la reserpina (ICN Biomedicals Inc.) se realizaron
diversas pruebas de solubilidad, encontrando que para disolver correctamente las dosis

de 5y 2 mg/Kg se requieren soluciones cuya composicion se indica en la Tabla 1:
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Tabla 1. Composicion del vehiculo para disolver la reserpina.

Para 5 mg/mL Para 2 mg/mL
Sustancia Cantidad Concentracion Cantidad Concentracion
(mg/mL) (mg/mL)
HP-B-CD 100 mg 10% 40 mg 4%
Acido DL- o .
4cido lactico 10uL 1% 4uL 0.4%
Agua
desionizada 900 L 960 uL

Se formaron dos grupos de animales, un grupo experimental al cual se le

administré la solucién con reserpina y un grupo control tratado Unicamente con el

vehiculo de HP-B-CD con &cido lactico (1 mL/Kg). Ambos tratamientos fueron

administrados por via subcutanea, para lo cual se disefié una trampa hecha con envase de

plastico en donde se introducia al animal para inmovilizarlo, dejando expuesta la zona

dorsal cercana al cuello a través de una ventana rectangular elaborada en la pared del

envase, permitiendo la inyeccién del farmaco con mayor facilidad (ver Fig. 12).

Figura 12. Inyeccion subcutanea.
A) Trampa utilizada para inmovilizar a la rata durante la inyeccion. B) Forma de
administracion de la inyeccién subcutanea.
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7.3 Validacion del esquema de reserpinizacion mediante la prueba de catalepsia

Una de las limitaciones que presenta este trabajo es la dificultad de realizar las
mediciones de los niveles de dopamina en el estriado tras la administracion de reserpina,
por lo cual se decidio realizar la evaluacion de otras variables para determinar si el
esquema de reserpinizacion reproduce las modificaciones funcionales de las neuronas
espinosas medianas que se presentan en la enfermedad de Parkinson. Las variables que
se evaluaron para la validacion del esquema de resepinizacion fueron: (a) el consumo de
agua y alimento, (b) el cambio de peso corporal de los animales y (c) la acinesia y

rigidez muscular.

Halaris y Freedman (73) reportaron que el sindrome de reserpinizacién incluye la
presencia de adipsia y afagia en los animales. Sin embargo, después de revisar la
literatura, no encontramos estudios que describan el curso temporal del consumo de agua
y alimento en los animales después de la administracion de reserpina, razon por la cual
se decidio cuantificar el curso temporal de dichas variables durante todo el tratamiento
con reserpina. La medicion del agua y alimento se realizé diariamente a partir del dia
anterior a la aplicacion de la primera dosis de reserpina (dia -1) hasta el dia del sacrificio
(dia 5). EI consumo de alimento se midi6 pesando diariamente la cantidad de alimento y
del bebedero donde se le proporcionaba agua al animal, en el caso del agua se considero
que cada gramo pesado representaba 1 mL. EI consumo diario de cada animal se obtuvo
calculando la diferencia entre la cantidad de agua y alimento diario y la medicion del dia
anterior, normalizandolo de acuerdo al peso corporal de cada animal para obtener la
cantidad en gramos y mililitros consumidos por Kg de peso diario. El peso corporal de
los animales también se midié diariamente a partir del previo a la primera inyeccion (dia

-1) hasta el dia del sacrificio (dia 5).
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7.4 Alimentacién intragéastrica

El esquema de reserpinizacion seleccionado provocé que en el dia 5 de
tratamiento las ratas experimentaran una pérdida de peso mayor del 30% con respecto al
peso inicial (dia -1), razon por la cual se decidi6 alimentar a los animales por via
intragéstrica para mejorar la calidad de vida de los animales evitando la desnutricion y
deshidratacion provocada por la administracion de reserpina. Nosotros esperabamos que
esta alimentacion intragastrica ayudaria a preservar en condiciones oOptimas el
funcionamiento cerebral, lo cual repercutiria favorablemente en las neuronas del estriado
utilizadas para los experimentos y en consecuencia a mejorar la estabilidad de los
registros electrofisiologicos y la confiabilidad durante la interpretacién de los resultados.
Adicionalmente, el analisis cuantitativo de estas variables permitiria descartar la
posibilidad de que la rigidez muscular que presentan los animales sea provocada por la

disminucidn en el consumo de agua y alimento.

Tomando en cuenta que el peso de los animales utilizados fue de 200 a 400 g y
que la energia requerida es de 58 — 87 Kcal por dia, el aporte energético seleccionado
fue de 290 Kcal/Kg de peso corporal de la rata (74). La distribucion de
macronutrimentos fue la siguiente: 21% de proteinas, 12% de lipidos y 67% de hidratos
de carbono, obteniendo entre 3.5y 4.3 Kcal/mL (75).

Debido a que por via intragastrica el volumen maéaximo que puede ser
administrado en cada toma es de 4 mL para una rata de 200 g, 5 mL para una de 300 g y
6 mL para una de 400 g, se administraron dos tomas de alimento por dia: una en la
mafana (de 9 a.m. a 11 a.m.) y otra en la tarde (de 3 a 5 p.m.) (76). Aunado al limitado
volumen gastrico que se puede administrar en cada toma de alimento, la viscosidad de la
formula administrada impidié proporcionarle una mayor densidad energética a los
animales; por esta razon, con la administracion de ambas tomas de alimento se logro

cubrir cerca del 50% de los requerimientos diarios de los animales (130-145 Kcal/Kg).
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La administracion de la alimentacion se realiz6 con una sonda de Léatex para

drenaje urinario, tipo Nélaton, de 40 cm de longitud y calibre 8 Fr. Para asegurar que la

sonda fuese introducida hasta el estbmago, la punta de ésta se coloc6 a un centimetro por

debajo del extremo del esterndn y con un plumén se hizo una marca a la altura de la

boca del animal. La formula alimentaria preparada se incorpord en una jeringa, la cual

fue sujetada y sellada a la sonda con ayuda de cinta adhesiva. Antes de realizar la

administracion, la sonda fue lubricada con aceite mineral para facilitar su introduccion y

evitar erosiones en el tracto digestivo del animal; posteriormente la sonda fue

introducida hasta que la marca hecha con el plumoén estuviera a la altura de la boca del

animal, en seguida se procedid a inyectar lentamente la formula alimentaria como se

muestra en la Figura 13.

Sonda de Latex,
tipo Nélaton,
calibre 8 Fr

Distancia de la boca
hacia el punto caudal
del esterndn

Lubricacion con aceite
mineral

Figura 13. Administracion de la alimentacion intragéstrica a los animales tratados

con reserpina

Los ingredientes utilizados para la elaboracion de la alimentacion fueron los

siguientes:

- Proteinas del Dr. Simi®.

- Formula para lactantes NIDAL Nestlé®.
- Jarabe sabor maple PROMESA®.
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Tabla 2. Composicion de la alimentacion intragéstrica

Cantidad Energia | Proteinas | Lipidos | Hidratos de
(Kcal) (@) (g) | carbono (g)
-6.8 g Suplementode |, 4 3 0.22 3.76
proteina
. - 1.4 g Férmula
Primera NIDAL 7.3 0.03 0.07 0.15
toma 75 8" mi Miel de Maple | 104 0 0 26
- 4.2 ml Agua 0 0 0 0
Total 39.8 3.03 0.29 6.5
- 6 g Formula NIDAL 31.2 0.1 0.31 0.67
- 700 mg Suplemento |, , 0.31 0.02 0.38
Segunda | de proteina
toma |- 0.8 ml Miel de maple 3.1 0 0 0.77
- 4.215 ml Agua 0 0 0 0
Total 36.5 0.41 0.33 1.82

7.5 Prueba de catalepsia

Para verificar que el esquema de tratamiento con reserpina hubiera causado
alteraciones motoras compatibles con las del sindrome parkinsoniano, se midié la
acinesia y rigidez muscular de los animales mediante la prueba de catalepsia en la barra
fija, realizada en una caja de madera (23 cm de largo, 10.5 cm de ancho y 9 cm de
altura) con una barra de metal horizontal localizada a 9 cm del suelo y a 4 cm de la parte

posterior de la caja (58) (ver Fig. 14).

Figura 14. Rata en caja de catalepsia
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Las pruebas se llevaron a cabo en un cuarto con aire acondicionado, a una
temperatura de 23 + 1° C y en el horario de 8:00 am a 2:00 pm, con un periodo de
habituacion antes de las pruebas, que consistio en mantener a la rata en la caja de madera
durante 30 minutos para evitar situaciones de estrés y ansiedad. Para la realizacion de
esta prueba la rata fue tomada del torso y levantada suavemente hasta que ambas patas
delanteras se mantuvieron agarradas firmemente a la barra de metal, entonces el animal
fue soltado y se cronometro el tiempo que tardaba en descender de la barra de metal,
cuando ambas patas soltaban la barra metalica se detenia el crondmetro y se anotaba el
tiempo registrado. El tiempo maximo que se permitio que la rata permaneciera agarrada
a la barra fue de 300 s (5 min.); en caso de que no soltara la barra en ese lapso, fue
bajada suavemente hasta la siguiente medicién (77). En cada prueba de catalepsia, la
medicion del tiempo de descenso de la barra se realiz6 en 3 ocasiones con intervalos de
15 minutos entre cada una (minuto 0, 15 y 90), al final de cada prueba se sumaron los
segundos obtenidos en las 3 mediciones, la sumatoria de estos tiempos se le definid
como el area bajo la curva (ABC), variable que fue utilizada para determinar la

presencia de rigidez muscular en las ratas (77).

Las pruebas de catalepsia se realizaron en la siguiente secuencia (ver Fig. 15):

- Dia0: antes de la primera inyeccion (vehiculo o reserpina) para tener una medida
que sirviera como la medicion basal de cada rata, es decir, la ausencia del
sindrome parkinsoniano; y luego a partir 90 minutos después de la inyeccion.

- Dia2y4: apartir de 90 minutos después de la inyeccion.

- Diab5: antes de los registros electrofisiolégicos.
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Inyeccion de
reserpina

Figura 15. Estandarizacion de la prueba de catalepsia

Después de la estandarizacion del modelo farmacoldgico, el criterio utilizado
para determinar si las ratas tratadas con reserpina eran aptas para la realizacién de los
experimentos electrofisiologicos fue que en la prueba de catalepsia realizada en el dia 4
de tratamiento (ver Fig. 11) las ratas obtuvieran un area bajo la curva mayor a 300 s
(78).

7.6 Obtencion de las rebanadas de cerebro

Las ratas seleccionadas para la realizacion de los registros electrofisioldgicos
fueron anestesiadas profundamente introduciéndolas en una camara con isoflurano (1
mL) para luego perfundirlas por via intracardiaca, como se muestra en la Figura 16, con
una solucién baja en sodio a 4°C con las concentraciones de sales indicadas en la Tabla
3. Estudios previos han demostrado que la sustitucion del cloruro de sodio (NaCl) con
sacarosa en la solucidon utilizada para la perfusion intracardiaca incrementa la

supervivencia de las neuronas en las rebanadas obtenidas (79).
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Figura 16. Perfusion intracardiaca con solucion salina baja en sodio.
La rata se colocd boca arriba y se sujetaron las cuatro patas con cinta adhesiva. Se
realizd una diseccion en la cavidad torécica hasta que el corazon fuera visible; se hizo un
ligero corte en la auricula derecha para que fluyera toda la sangre al exterior. Otro corte
se realizd en el ventriculo izquierdo en donde se introdujo la aguja de una jeringa a
través de la cual se dejo fluir 250 mL de la solucion salina baja en sodio a 4°C.

Tabla 3. Composicion de la solucion salina baja en Sodio.

Sustancia Peso molecular oL Concentracion
(g/mol) (mM)

Sacarosa 342.3 86.25 252

KCI 74.55 0.26 35
NaHCO3 84.007 2.18 26
Glucosa 180.15 1.8 10
MgCl, + 6H20 203.21 0.203 1
CaCl, + 2H,0 146.98 0.147 1

Seguidamente de la perfusién intracardiaca, se procedié a la decapitacion del
animal y a la extraccion del cerebro para ser colocado en una solucion salina isotonica
baja en sodio a 4° C (Tabla 3) y se realizaron cortes coronales del cerebro con un grosor
de 250 um utilizando un VIBRATOME 1000 Plus® (The Vibratome Company, Estados
Unidos). Una vez obtenidas las rebanadas se mantuvieron incubadas durante 60 minutos
en la solucion extracelular a temperatura ambiente, con las concentraciones de sales que

se indican en la Tabla 4, constantemente burbujeada con una mezcla de 95% O, y 5%
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CO.. Adicionalmente, a la solucion extracelular donde estaban incubadas las rebanadas

procedentes de las ratas tratadas con reserpina se le agregd a-metil-para-tirosina (AMPT,

30 uM), un inhibidor de la enzima tirosina hidroxilasa, con la finalidad de garantizar que

no existieran residuos de dopamina en las NEMs (80). Transcurrido el tiempo de

incubacidn, las rebanadas fueron transportadas a una cdmara de registro bafiada con un

flujo continuo de la solucion extracelular (2 mL/min) oxigenada constantemente (81).

7.6.1 Preparacion de las soluciones

Para los experimentos electrofisioldgicos se usaron dos tipos de soluciones cuyos

solutos tuvieron concentraciones similares a las del liquido extracelular (Tabla 4) e

intracelular (Tabla 5) de las neuronas.

Tabla 4. Composicion de la solucion extracelular

Cantidades para 1L
Compuesto Peso molecular gL Concentracion
(g/mol) mM
NaCl 58.44 7.305 125
KCI 74.55 0.26 35
NaHCOs3 84.007 2.18 26
Glucosa 180.15 1.8 10
MgCl; + 6H,0 203.21 0.203 1
CaCl, + 2H,0 146.98 0.147 1

La solucion extracelular fue preparada el mismo dia de los experimentos

electrofisiologicos a temperatura ambiente; mientras que la solucidn intracelular fue

preparada y conservada en el congelador por un maximo de 30 dias, después de lo cual

se descartd y se prepard una nueva solucion.
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Tabla 5. Composicion de la solucion intracelular

Cantidades para 20 mL
Compuesto Peso(gn;r(r)]lslgular mg/20 mL Concir:llﬁ;amon

EGTA 380.4 76 9.98
MgCl; + H20 203.21 4 0.98

HEPES 260.29 52.1 10
ATP 507.18 15.2 1.49
GTP 523.18 3.1 0.296
Fosfocreatina 255.1 102 19.99
Gluconato de potasio 234.24 18.7 3.99
KCI 74.55 22.4 15.02

7.7 Registros electrofisiologicos

Para la realizacion de los registros electrofisiolégicos se utilizaron 2 pipetas de
vidrio pulidas con una resistencia en el bafio de 3 a 5 MQ: una pipeta de estimulacion y
otra de registro. La pipeta de estimulacion fue llenada con la solucién extracelular y se
coloc6 a 200 um de distancia de la neurona que se deseaba registrar; posteriormente a
través de esta pipeta se envi6 un par de pulsos eléctricos con una duracién de 180 ps y
una intensidad de magnitud variable (5 a 50 pA). La pipeta de registro se llen6 con la
solucidn intracelular y fue utilizada para registrar los cambios en la amplitud de las
corrientes sindpticas de una neurona en especifico. Con la finalidad de registrar
Unicamente las corrientes sinapticas excitadoras glutamatérgicas, a la solucion
intracelular se le agregd picrotoxina, un antagonista de los receptores de GABA que
elimina todas las corrientes inhibitorias, a una concentracion de 1 mM. En algunos
experimentos se uséd bicuculina (otro antagonista GABA-A) a una concentracion de 5
UM en la solucion extracelular.

La técnica utilizada para estos registros fue la de registro en célula completa
(“Whole-cell patch-clamp”), cuyo principio basico consiste en colocar la punta de la
pipeta de registro sobre la superficie de la membrana plasmatica de la neurona, después

de lo cual se le aplicé una ligera succidn para crear un sello de alta resistencia en un
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parche de membrana que fue fracturado con otra aspiracion leve; de este modo la
solucion interna de la pipeta entra en contacto con el interior de la célula y a través de
ella es posible registrar el flujo de las corrientes idnicas que atraviesan la membrana

celular (ver Fig. 17).

. i

YEI,

Figura 17. Procedimiento de Whole-cell patch-clamp

Con esta técnica se obtuvieron las corrientes postsinapticas excitadoras (CPSES),
cuya amplitud fue medida a partir del descenso observado inmediatamente después de la
aplicacion del estimulo eléctrico hasta el pico maximo de la corriente; a esta medicion se
le denominé Amplitud S1 (ver Fig. 18). Con la finalidad de observar con mayor claridad
el efecto de los farmacos sobre la amplitud de las CPSEs, el estimulo eléctrico (5 a 50
HA) aplicado a la rebanada de cerebro se fue regulando hasta que S1 alcanzé una
amplitud entre 50 y 100 pA.
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Figura 18. Medicion de la corriente postsinaptica excitadora (CPSE).

Para monitorear la estabilidad de los registros electrofisiologicos, a lo largo de
cada experimento se aplicaron constantemente pulsos de voltaje de -2 mV, y solamente
se aceptaron aquellos registros en donde la resistencia de entrada de la neurona tuvo una

variacion menor del 20%.

Durante la obtencion de los registros electrofisioldgicos se observd una
variabilidad en las amplitudes de las CPSEs de las neuronas, la cual puede deberse a las
variaciones de la distancia del electrodo de estimulacion en relacion con las fibras
estimuladas. Por esta razdn, para el analisis de los efectos farmacoldgicos, se decidid
normalizar los datos de las CPSEs tomando como referencia (100 %) el promedio de las
amplitudes de corriente de las CPSEs registradas durante los ultimos 5 minutos de la
condicion basal de los registros antes de la aplicacion de los farmacos. Posteriormente se
calculo el cociente de la amplitud de las corrientes sindpticas S1 registradas durante todo
el experimento dividas entre el promedio de la condicion basal, dando como resultado la

amplitud normalizada de las CPSEs (82).

Los registros intracelulares en la configuracion de “célula completa”, en la
9

modalidad de fijacion de voltaje a -60 mV, se realizaron mediante un amplificador
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(Multiclamp 700B). Los registros obtenidos se digitalizaron y almacenaron en un disco
duro de computadora utilizando una interface analdgica/digital Digidata 1440 (Axon
Instruments) con una frecuencia de adquisicion a 10 KHz (programa Clampex). Todos
los cambios en la amplitud de las corrientes sinapticas registradas por la pipeta de vidrio
fueron amplificados y transferidos al Software AxoClamp para su posterior analisis
estadistico (83).

7.8 Protocolo de pulso pareado

Para evaluar si los cambios en la probabilidad de liberacién del neurotransmisor
glutamato se dan a nivel presinaptico o postsinaptico tras la aplicacion de los farmacos,
se utilizo el protocolo del pulso pareado. Este procedimiento consiste en aplicar, a través
de la pipeta de estimulacién, un par de estimulos de igual intensidad y una duracion de
180 ps, separados por un intervalo de 50 ms, aplicando cada par a una frecuencia de 0.1
Hz (1 par de pulsos cada 10 seg). Con este procedimiento se obtuvieron 2 corrientes
postsinapticas excitadoras (CPSES) necesarias para el calculo del cociente del pulso
pareado (CPP), que se obtiene considerando ambas corrientes: a la primera CPSE se le
conoce como condicionante (S1) y a la segunda CPSE como condicionada (S2) (ver Fig.
19). Las modificaciones en este cociente indican cambios en la probabilidad de
liberacion del neurotransmisor de las terminales nerviosas que tienen contacto con la

neurona registrada (81).
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Figura 19. Técnica del Protocolo de pulso pareado

La férmula utilizada para el calculo del cociente del pulso pareado fue la siguiente:
CPP = §2/51

Siendo S2 la amplitud méaxima de la segunda CPSE, y S1 la amplitud de la primera
CPSE.

7.9 Farmacos

Una vez formado el parche en la membrana celular, en la solucion extracelular
gue fluye constantemente en la camara de registro se agregaron diferentes
concentraciones de cada farmaco (ver Tabla 6) y se registraron los cambios producidos
en la amplitud de las CPSEs de la neurona registrada y en el CPP. Sin embargo, debido a
que los farmacos que se utilizaron son insolubles en agua se utilizo el dimetilsulfoxido
(DMSO) como sustancia para disolver los farmacos antes de aplicarlos en la solucion
extracelular durante los registros electrofisiologicos, a una concentraciébn maxima de

0.6%, la cual no afecta la amplitud de las corrientes sinapticas (84). En la siguiente tabla
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se presentan los farmacos y las concentraciones utilizadas para la realizacion de los

registros electrofisioldgicos.

Tabla 6. Tabla de farmacos utilizados en los experimentos.

Concentracioén

Nombre del fA&rmaco - Funcion Caracteristicas
a utilizar
- Presenta alta afinidad
(Ki= 0.4 nM) y cerca de
CCPA Agonista 10,009 veces mas
300 M. selectivo selectividad para los
(2-chloro-N¢- Al receptores Al que para los
cyclopentyladenosine) A2A (85).
- Solubilidad*:
Metanol: 19 mg/mL
- Tiene alta afinidad (Ki=
0.6 nM) y cerca de 740
veces mas selectividad para
DPCPX Antagonista | los receptores Al que los
100 nM selectivo | A2A en el estriado de ratas
(8_-cyc|openty|-.1,3- Al (86)
dipropylxanthine) - Solubilidad*:
Insoluble en agua.
DMSO: >4 mg/mL.
CGS 21680 - Presenta alta afinidad
(Ki=13.2 nM) y cerca de
(4-[2-[[6-amino-9-(N- Agonista 211 veces més selectividad
ethyl-b-D- 5 M selectivo | P2 los receptores A2A
ribofuranuronamidosyl)- A2A que para los Al (87, 88).
9H-purin-2- - Solubilidad™:
ylJamino]ethyl]benzene Agua: <1 mg/mL a 25° C.
propanoic acid) DMSO: > 10 mg/mL
- Tiene alta afinidad (Ki=
ZM 241385 0.7 nM) y cerca de 382
. Antagonista | veces mas selectividad para
fu S]gfi[;ﬁpsigﬁé([zz-s- 300 nM selectivo | los receptores A2A en el
o ’ A2A estriado de las ratas (86).

a][1,3,5]triazin-5-
ylamino]ethyl)phenol)

- Solubilidad*:
DMSO: > 15 mg/mL.

* Datos de solubilidad reportados en la hoja técnica de proveedor.
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7.10 Andlisis estadistico

Se utilizaron diversas pruebas estadisticas para el analisis de los resultados
obtenidos durante los registros electrofisioldgicos. Se aplicaron las pruebas de Shapiro-
Wilk para verificar la normalidad y la prueba de Levene para verificar la igualdad de
varianza; cuando los datos no cumplieron con estos supuestos estadisticos se utilizaron
pruebas estadisticas no parametricas para evaluar el efecto de los farmacos. Para analizar
los cambios en el consumo de agua y alimento, del peso corporal, de la catalepsia y de la
amplitud de las corrientes sindpticas glutamatérgicas a lo largo del tiempo se empled un
ANOVA de medidas repetidas de dos factores: tiempo (dias de tratamiento) y
tratamiento (reserpina y vehiculo), con la prueba post hoc de Bonferroni. Los valores de
consumo de agua y alimento, del peso corporal y del tiempo de descenso de la barra
metalica de la catalepsia se reportan como la media + desviacion estandar. Para evaluar
el efecto de los farmacos sobre la amplitud de la corriente y en el cociente de pulso
pareado, antes y despues de la aplicacion de los agonistas A1y A2A, se utilizé la prueba
no paramétrica de rangos signados de Wilcoxon de una cola. La prueba t de Student no
pareada con la correccién de Welch se usé para comparar el cambio porcentual de los
agonistas en las CPSEs y en el CPP entre el grupo de ratas tratadas con Vehiculo y
Reserpina. Los valores de amplitud de las CPSEs normalizadas y absolutas; asi como del
CPP se reportan como la media + error estandar. Todas estas pruebas estadisticas fueron

procesadas con el software estadistico Prisma 5 para version Windows 7 (89).
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8. RESULTADOS

8.1 Estandarizacion y validacion del modelo de parkinsonismo inducido con

reserpina.

Las pruebas de estandarizacion del modelo farmacoldgico de reserpina se
aplicaron en tres grupos diferentes: (1) Vehiculo, tratado con la HP-B-CD, (2) Reserpina,

sin alimentacion forzada, y (3) Reserpina + alimentacion intragéastrica.

8.1.1 Efecto de la reserpina sobre el consumo de agua y alimento.

En la Figura 20 se observan los resultados obtenidos en las mediciones del
consumo de agua y alimento. En las ratas no reserpinizadas (vehiculo), 24 horas después
de la primera inyeccién de la solucion de HP-B-CD, la ingesta promedio de agua fue de
169.4 + 19.1 mL/Kg/dia y la de alimento de 103.7 + 9.6 g/Kg/dia, mientras que en el dia
5 la ingesta de agua fue de 150.4 + 10.1 mL/Kg/dia y de alimento de 67.6 + 14.7
g/Kg/dia. Los animales tratados con reserpina mostraron adipsia y anorexia,
observandose una disminucién en el consumo de agua y alimento a las 24 horas después
de la primera inyeccion. Asi, el grupo Reserpina tuvo una ingesta promedio de agua de
11 + 2.1 mL/Kg/dia y de alimento de 1.1 £ 0.7 g/Kg/dia, mientras que en el grupo
Reserpina + ingesta, el promedio de consumo de agua fue de 33.3 £ 6.8 mL/Kg/dia y de
alimento de 5.1 + 3.2 g/Kg/dia. La adipsia y la anorexia perdur6 en ambos grupos
tratados con reserpina, observandose que en el dia 5 las ratas del grupo Reserpina
tuvieron un consumo de agua en promedio de 39.7 £ 19.4 mL/Kg/dia y de alimento de
4.7 £ 1.1 g/Kg/dia; mientras que en el grupo Reserpina + ingesta el promedio de
consumo de agua fue de 22.3 + 6.3 mL/Kg/dia y de alimento de 1.4 + 0.4 g/Kg/dia (ver
Fig. 20, Ay B).

69



El ANOVA de medidas repetidas de dos factores demostré que existe efecto
significativo del factor tiempo (Fse0 = 32.9, p<0.0001), del factor tratamiento (F212 =
135.1, p<0.0001), asi como de la interaccion entre ambos factores (Fioeo = 9.1,
p<0.0001) en el consumo de alimento comparando los tres grupos de animales
(Vehiculo, Reserpina y Reserpina + ingesta). La media del consumo de alimento en el
grupo Vehiculo (no reserpinizado) fue significativamente mayor que los valores
reportados en los grupos Res y Res + ingesta a partir del dia 1 (p<0.001, prueba post hoc
de Bonferroni), no hubo diferencia de las medias entre el grupo Reserpina y Reserpina +
ingesta. En el consumo de agua de los tres grupos de animales, el ANOVA de medidas
repetidas de dos factores indicd que existen efectos significativos del factor de tiempo
(Fs,60= 23.0, p<0.0001), del factor tratamiento (F2,12= 46.4, p<0.0001) y de la interaccion
de ambos factores (Fio060= 8.8, p<0.0001). Las medias de consumo de agua del grupo
Veh fueron significativamente mayores que las de los grupos Reserpina y Reserpina +
ingesta a partir del dia 1 posterior a la primera inyeccion (p<0.01, prueba post hoc de

Bonferroni), las medias de éstos ultimos grupos no difieren entre si.

Como se puede observar, no hubo diferencia significativa en el consumo de agua
y alimento entre el grupo Reserpina y Reserpina + ingesta a lo largo de los 5 dias de
tratamiento, indicando que la administracion de alimento por via intragastrica no

modificaron estas variables conductuales.
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Figura 20. Efecto del tratamiento con reserpina en el consumo de agua y alimento.
En ambas graficas las flechas indican la administracion via s.c. del vehiculo (Veh, 1
mL/Kg) o de la reserpina (Res, 5 mg/Kg en el dia 0 y 2 mg/Kg en los dias 2 y 4). Cada
punto representa la media + desviacion estandar de 5 animales por grupo. (A) Consumo
diario de alimento normalizado al peso corporal de los animales (g/Kg/dia). (B)
Consumo diario de agua normalizado al peso corporal de los animales (mL/Kg/dia). En
ambas gréficas, la linea horizontal gris discontinua sefiala que, a partir del dia 1, las
medias de consumo de alimento y agua del grupo Veh difieren significativamente en
comparacion con el grupo Res y Res + ingesta.

8.1.2 Efecto de la reserpina sobre el peso corporal.

En la Figura 21 se observan los resultados obtenidos en las mediciones del peso
corporal de las ratas. EI ANOVA de medidas repetidas de dos factores indico un efecto
significativo del factor tiempo (Fseo = 101.9, p<0.0001), del factor tratamiento (F2,12 =
130.4, p<0.0001), asi como la interaccion entre ambos factores (Fio60 = 57.4, p<0.0001)
en el cambio de peso a lo largo del tratamiento en los tres grupos de animales. Los
cambios porcentuales en el peso reportados en el grupo Reserpina y en el grupo
Reserpina + ingesta fueron significativamente mayores que los cambios encontrados en
el grupo Vehiculo (p< 0.01, prueba de Bonferroni) a partir del dia 1 de tratamiento,
diferencia que se mantiene hasta el dia 5 (ver Fig. 21). Por otro lado, la administracion
de la alimentacion intragéastrica atenué en forma significativa la disminucion de peso a
partir del dia 3 de tratamiento con reserpina (p<0.05, prueba de Bonferroni),
encontrandose que al quinto dia de tratamiento las ratas del grupo Reserpina + ingesta

presentan 11.4 puntos porcentuales menos de disminucion de peso en comparacion con
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el grupo Reserpina (ver Fig. 21). Estos resultados demuestran que la alimentacion
intragéstrica evita que la disminucion de peso de los animales exceda el 22%,

permitiendo una mayor supervivencia y mejores condiciones de salud de los animales.
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Figura 21. Efecto del tratamiento con reserpina en el peso corporal.

Las flechas indican la administracién via s.c. del vehiculo (Veh, 1 mL/kg) o de la
reserpina (Res, 5 mg/Kg en el dia 0 y 2 mg/Kg en los dias 2 y 4). Cada punto representa
la media + desviacién estandar de 5 animales por grupo. Los porcentajes del cambio de
peso corporal se calcularon en base al peso de cada rata en el dia previo a la primera
dosis (Dia -1). Veh = 288.5 + 25.2 g; Res = 285.8 + 42.5 g; Res + ingesta = 270.4
21.24 g. La linea horizontal gris discontinua sefiala que, a partir del dia 1, las medias de
peso corporal del grupo Veh difieren significativamente en comparacion con el grupo
Res y Res + ingesta (p<0.01, prueba de Bonferroni). A partir del dia 3, las medias de los
grupos Res y Res + ingesta difieren significativamente entre si: +, p< 0.05; *, p< 0.01,
(prueba de Bonferroni).
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8.1.3 Efecto de la reserpina sobre la prueba de catalepsia.

En la Figura 22 se observan los resultados obtenidos en las mediciones de
catalepsia en la prueba de la barra. Las mediciones realizadas a partir de los 90 minutos
posteriores a la primera inyeccién (reserpina o HP-B-CD) en el dia 0 mostraron que las
ratas del grupo de Reserpina (197.9 £ 175.7 s, n=5) y Reserpina + ingesta (290.9 *
110.8 s, n=5) permanecieron mas tiempo asidas a la barra metalica en comparacion con
el grupo Vehiculo (1.6 = 0.2 s, n=5). EI tiempo de descenso de la barra metalica en
ambos grupos con reserpina se mantuvo hasta el quinto dia de tratamiento: Reserpina
(294 £ 98.2 s); Reserpina + ingesta (250.4 + 50.2 s); mientras que en el grupo Vehiculo
no hubo inmovilidad (7.2 £ 2.6 s).

El ANOVA de medidas repetidas de dos factores demostr6 un efecto
significativo del factor tiempo (Fs4s = 35.7, p<0.0001), del factor tratamiento (F212 =
94.3, p<0.0001), asi como la interaccion entre ambos factores (Fs4s = 7.0, p<0.0001) en
la comparacion de la latencia al descenso de la barra metélica entre los tres grupos de
animales. Las medias del grupo Vehiculo (no reserpinizado) fueron significativamente
menores en comparacion con los valores de los grupos Reserpina y Reserpina + ingesta
0 (p<0.01, prueba de Bonferroni) a partir de los 90 minutos de la inyeccion. No se
encontré diferencia significativa en la latencia de descenso entre el grupo Reserpina y
Reserpina + ingesta, indicando que la administracion de la alimentacion intragastrica no
repercute en la manifestacion de catalepsia inducida con reserpina; sugiriendo que la
inmovilidad de los animales probablemente es producida por la deplecion de la

dopamina y no por la desnutricion aguda debida a la adipsia y la anorexia.
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Figura 22. Efecto del tratamiento con reserpina sobre la prueba de catalepsia.
Las flechas grises indican la administracién via s.c. del vehiculo (Veh, 1 mL/kg) o de la
reserpina (Res, 5 mg/Kg en el dia 0 y 2 mg/Kg en los dias 2 y 4). Cada punto representa
la media + desviacion estandar. La intensidad de la catalepsia se representa en el eje de
las ordenadas como el logaritmo en base 10 del area bajo la curva (ABC) del tiempo de
descenso de la barra metélica. Los valores en el tiempo 0 representan la medicién antes
de la primera dosis y los valores en el tiempo 0.5 se refieren a la prueba realizada 90 min
después de la primera inyeccion. La linea horizontal gris discontinua sefiala que las
medias del grupo Veh difieren significativamente en comparacién con los grupos
Reserpina y Reserpina + ingesta (p<0.01, prueba de Bonferroni).

8.2 Efecto de la deplecion de dopamina sobre la modulacion de la transmision
excitadora corticoestriatal mediada por los receptores de adenosina de tipo Al y
A2A.

Después de efectuar la estandarizacion del esquema de reserpina se procedié a
realizar los registros electrofisiologicos en las NEMs de ratas tratadas con vehiculo (no
reserpinizadas) y con reserpina con la finalidad de evaluar el efecto de farmacos
agonistas y antagonistas de los receptores de adenosina Al y A2A sobre la amplitud de
las corrientes sinapticas glutamatérgicas; asi como determinar si el efecto es a nivel

presinaptico o postsinaptico.
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En la tabla 7 se presentan las caracteristicas de las ratas utilizadas en los registros
electrofisiologicos; como se puede observar, todas las ratas del grupo Reserpina
presentaron una disminucién del peso al dia 5 del tratamiento cercano al 20 % tomando
como referencia el peso del dia previo a la primera inyeccion, mientras que las ratas no
reserpinizadas presentaron un aumento en el mismo; estos resultados son similares a los

observados durante la estandarizacion del esquema farmacoldgico con reserpina.

Tabla 7. Caracteristicas de los animales utilizados para los registros electrofisiolégicos.

Tiempo de
No. de Peso corporal (g) descenso en la
Tratamiento | Grupo L barra metalica (s)
animales ] ] % ] i
Dia-1 Dia5 cambio Dia 0 Dia4
Veh 6 391.6 £ 405.1 3.4 235 4.4
Agonista Al 37 38.8 +1.7 +50.7 +3.3
(CCPA) Res 5 381.8+ 305.2 £ -20.1 2.7 751.1
54.1 43.9 +2.7 +23 | £150.2
Veh 4 341.6 £ 358 £ 4.8 13.7 5.1
Agonista A2A 26.8 25.6 2.1 +115 +2.6
(CGS 21680) Res 4 334.2 % 2719 -18.4 1.7 672.
55.4 39.2 +2.9 +0.9 | +1828
a/'l}ft’ggc'frfzé Veh 2 383.8% | 3059% | 24% | 27% | 22%
Al (DPCPX +
CCPA) Res 2 450.3 * 350.8* | -22.1* | 33.2* | 4885*
Agonista y
antagonista Veh 2 341.8 * 356.4 * 43* 1.8* 6.9*
A2A (ZM
241385 + CGS R 4 363 + 2931+ | -19.4 2.2 761
21680) & 52.1 47.8 +2 | £13 | £2521

Valores promedio + desviacion estandar. * Se presenta inicamente la media de los pesos
y los tiempos de descenso de la barra metélica debido a que se obtuvieron solamente 2 animales.

Como se muestra en la Figura 23, los tiempos de descenso de la barra metélica
obtenidos en el dia 4 de tratamiento de las ratas tratadas con reserpina fueron
significativamente mayores en comparacion con los valores de las ratas no
reserpinizadas (Vehiculo), utilizadas para los registros electrofisioldgicos con el agonista
Al, CCPA (p= 0.004; prueba U de Mann-Whitney de dos colas; Fig. 23 A) y con el
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agonista A2A, CGS 21680 (p= 0.028; prueba U de Mann-Whitney de dos colas; Fig. 23
B). Por otro lado, para los registros electrofisiolégicos con los antagonistas de los
receptores Al (Fig. 23 C) y A2A (Fig. 23 D) solamente se utilizaron 2 ratas por grupo
(reserpinizado y no reserpinizado), por lo cual no fue posible aplicar la prueba
estadistica (U de Mann-Whitney) para evaluar si la diferencia en el tiempo de descenso
de la barra era significativa. Sin embargo, como puede observarse en la tabla 7 y en la
Fig. 23 C y D, las ratas resepinizadas tuvieron en promedio un tiempo de descenso
mayor al criterio establecido (300 s), mientras que en el grupo no reserpinizado no

excedieron mas de 10 s en la prueba de catalepsia.
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Figura 23. Tiempo de descenso de la barra metalica (s) obtenido en el dia 4 de
tratamiento en las ratas reserpinizadas y no reserpinizadas.

Se muestran las medias + desviacion estandar del tiempo de descenso de la barra
metalica (s) realizado en el dia 4 de tratamiento en las ratas resepinizadas y no
reserpinizadas utilizadas para los registros electrofisiolégicos en cada tratamiento. (A)
Animales utilizados para evaluar el efecto del agonista A1 (CCPA, 300 nM). (B)
Animales utilizados para evaluar el efecto del agonista A2A (CGS 21680, 5 uM). (C)
Animales utilizados para evaluar la interaccion del agonista y el antagonista A1 (CCPA,
300 nM; DPCPX 100 nM). (D) Animales utilizados para evaluar la interaccion del
agonista y el antagonista A2A (CGS 21680, 5 uM; ZM 241384 100 nM).
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8.2.1 Efecto de la deplecién de dopamina sobre la modulacién de la transmision
excitadora corticoestriatal mediada por los receptores Al.

En la Figura 24 se presenta el curso temporal de la amplitud de las CPSEs en una
NEM procedente de una rata no reserpinizada tras la aplicacion del agonista A1, CCPA
(300 nM) durante 30 minutos (Fig. 24 A) y en otra NEM de una rata reserpinizada (Fig.
24 B). Como se puede observar, en ambas neuronas el agonista Al redujo la amplitud de
las CPSEs durante su aplicacién; observandose una mayor disminucion en la NEM
procedente de la rata tratada con reserpina (ver Fig 24, A’ y B’). En ambas NEMs
registradas, el efecto inhibidor se mantuvo hasta por 25 minutos posteriores al lavado del

CCPA con solucién extracelular.
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Figura 24. Efecto del agonista A1 (CCPA) sobre la amplitud normalizada de las
CPSEs en NEMs representativas de ratas tratadas con vehiculo (no reserpinizadas)
y con reserpina.

En las gréficas (A) y (B) se ilustra el curso temporal de las CPSEs (S1) normalizadas, y
la parte sombreada indica el tiempo de aplicacion del agonista A1, CCPA (300 nM)
durante 30 minutos. Cada punto representa la media + error estandar de la amplitud de
seis CPSEs registradas en intervalos de 1 minuto. En las Figuras (A’) y (B’) cada trazo
representa el promedio de 30 CPSEs registradas durante los ultimos 5 minutos en la
condicion control y en presencia del CCPA. (A) NEM de una rata no reserpinizada.
Resistencia de entrada: 37.6 MQ; amplitud normalizada en presencia del CCPA: 0.73.
(A”) Trazos representativos de las CPSEs de la NEM de la rata no reserpinizada.
Amplitud absoluta en condicion control: 247.9 pA; en presencia del CCPA: 182.8 pA;
porcentaje de cambio de -26.3. (B) NEM de una rata tratada con reserpina. Resistencia
de entrada: 61.4 MQ; amplitud normalizada en presencia del CCPA: 0.37. (B’) Trazos
representativos de las CPSEs de la NEM de la rata tratada con reserpina. Amplitud
absoluta en condicion control: 98.1 pA; en presencia del CCPA: 36.7 pA; porcentaje de
cambio de -62.6.

En la Figura 25 se presenta el promedio del efecto del CCPA sobre la amplitud
de las CPSEs registradas en las NEMs de las ratas no reserpinizadas (n= 7) y
reserpinizadas (n= 6). Se aplic6 un ANOVA de medidas repetidas de dos factores a la
amplitud de las CPSEs registradas durante los 5 minutos en condiciones basales,
encontrando que no existe diferencia entre ambos grupos de ratas durante ese periodo
(tiempo: Fas= 2.2, p= 0.23; tratamiento: F14= 0.01, p= 0.89). El ANOVA de medidas
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repetidas de dos factores aplicado a las amplitud de las CPSEs de ambos grupos de ratas
indicd que existe un efecto significativo del factor tiempo (Fs336s3= 26.9, p<0.0001), pero
no del factor tratamiento (F1363= 1.8, p= 0.19) ni de la interaccion entre ambos factores
(F1,363= 0.8, p= 0.67). Estos resultados indican que en ambos grupos de ratas el agonista
Al disminuy6 la amplitud de las CPSEs, siendo méas pronunciado el efecto en aquellas
ratas con deplecion de dopamina, aunque la diferencia no fue significativa (p> 0.05,
prueba post hoc Bonferroni).

Cabe sefalar que en la Figura 25 no se ilustra la amplitud de las corrientes
durante el periodo de 30 minutos de lavado del farmaco debido a que solamente 4
neuronas de ratas no reserpinizadas y 5 neuronas de ratas tratadas con reserpina

sobrevivieron este periodo de lavado.

-o- Vehiculo -0- Reserpina

1.25- CCPA (300 nM)

0.75+

0.50+

Amplitud de corriente normalizada

-5 0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)

Figura 25. Efecto del agonista Al sobre el curso temporal de la amplitud
normalizada de las CPSEs inducidas por estimulacion corticoestriatal en las NEMs
de ratas reserpinizadas y no reserpinizadas (Vehiculo).

Se ilustra la amplitud de las CPSEs durante los Gltimos 5 minutos en condiciones control
y los 30 minutos de la aplicacion del agonista A1 (CCPA, 300 nM, parte sombreada).
Cada punto representa la media * error estandar de la amplitud de las CPSESs registradas
en intervalos de 1 minuto. Resistencia de entrada de las NEMSs de ratas no reserpinizadas
(Vehiculo, n=7): 48.4 + 10.5 MQ. Resistencia de entrada de las NEMs de ratas
reserpinizadas (n=6): 54.3 + 11.2 MQ.
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Para comparar el efecto del agonista Al en las NEMs de ambos grupos de ratas,
se promediaron los valores absolutos de las amplitudes de las CPSEs en los ultimos 5
minutos antes de la aplicacion del CCPA (300 nM) y en los ultimos 5 minutos en
presencia del mismo. Con la utilizacion de la prueba pareada de rangos signados de
Wilcoxon de una cola, se observé un decremento significativo en la amplitud de las
CPSEs después de la aplicacion del agonista Al tanto en las NEMs de ratas no
reserpinizadas (p= 0.008, ver Fig. 26 A) como en las reserpinizadas (p= 0.016, ver Fig.
26 B).

Debido a que existio mucha variacion en la amplitud absoluta de las CPSEs
registradas, se decidié normalizar todos los valores registrados tomando como referencia
las CPSEs de los ultimos 5 minutos antes de la exposicion al CCPA. Analizando los
datos normalizados con la prueba pareada de rangos signados de Wilcoxon de una cola
se observé que el agonista Al disminuyd la amplitud de las CPSEs de las NEMs, tanto
de las ratas no reserpinizadas (p= 0.016) como de las reserpinizadas (p= 0.031), con

respecto a la amplitud de las CPSEs en condiciones control (ver Fig 26 C y D).
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Figura 26. Amplitud de las CPSEs antes y después de la aplicacion del agonista
selectivo de receptores de adenosina de tipo Al.

Cada simbolo representa el promedio de la amplitud absoluta (A y B) y normalizada (C
y D) de las CPSEs registradas durante los ultimos 5 minutos en condiciones basales y los
ultimos 5 minutos en presencia del agonista A1 (CCPA, 300 nM). Se presentan las
medias + desviacion estandar de las amplitudes absolutas y error estandar de las
amplitudes normalizadas de las CPSEs. (A) Amplitud absoluta de las CPSEs en las
NEMs de ratas no resepinizadas (Vehiculo). Condiciones control: 117.9 + 62.9 pA,; en
presencia del CCPA: 73.8 £ 53.7 pA. (B) Amplitud absoluta de las CPSEs en las NEMs
provenientes de ratas tratadas con reserpina. Condiciones control: 143.9 + 79.5 pA; en
presencia del CCPA: 71.6 £ 40.8 pA. (C) Amplitud normalizada de las CPSEs en las
NEMs de ratas no reserpinizadas (Vehiculo). Amplitud de las CPSEs en presencia del
CCPA: 0.59 + 0.06. (D) Amplitud normalizada de las CPSEs en las NEMs provenientes
de ratas tratadas con reserpina. Amplitud de las CPSEs en presencia del CCPA: 0.49 £
0.03.
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Con la finalidad de determinar si existe una diferencia en la velocidad del efecto
del agonista Al en las NEMs de ratas no reserpinizadas y tratadas con reserpina, se
comparé el tiempo en que el CCPA produce el 50% de la maxima inhibicion en las
CPSE. El analisis con la prueba t de Student no pareada con la correccion de Welch (te=
0.34, p=0.36) indicd que no existe diferencia en el tiempo en el que se produce el 50 %
del mé&ximo efecto del agonista Al entre ambos grupos de ratas (ver Fig. 27).

p=0.36

Tiempo al 50% de la maxima inhibicién (min)
>
i A 1 1 L L i
@
®
®

T 1
Vehiculo Reserpina

Figura 27. Tiempo (min) en que se alcanza el 50% de la méxima inhibicion de la
amplitud de las corrientes sinapticas de las NEMs tras la aplicacién del agonista
Al.

Cada simbolo representa los minutos transcurridos hasta que la amplitud de la CPSE
disminuy6 a la mitad (50%) del maximo efecto para cada neurona. Las lineas
representan la media + error estandar. No reserpinizadas (Vehiculo, n=7): 15.43 + 1.85
min. Reserpina: (n=6): 14.33 + 2.52 min.

La técnica del protocolo de pulso pareado se utiliza para determinar si el efecto
de los farmacos se realiza a nivel presinaptico o postsinaptico; para lo cual se determino
el cambio porcentual en el cociente de pulso pareado (CPP) durante los ultimos 5
minutos en presencia del agonista Al, (CCPA, 300 nM), tomando como referencia el

promedio del CPP de los 5 minutos finales en condiciones basales (100 %). En la Figura
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28 A se aprecia que en las ratas no reserpinizadas el agonista Al causo, en promedio, un
pequefio incremento en el CPP (4.7 £ 4.9 %), el cual no fue significativo (p= 0.234,
prueba pareada de rangos signados de Wilcoxon de una cola). En cambio, en las ratas
tratadas con reserpina (Fig. 28 B) el agonista Al produjo, en promedio, un aumento del
CPP (12.9 + 3.3 %) que fue significativo (p= 0.016, prueba pareada de rangos signados
de Wilcoxon de una cola), sugiriendo que la deplecion de dopamina favorece una accion
presinaptica del agonista Al para reducir la probabilidad de liberacion de glutamato de

la via corticoestriatal.
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Figura 28. Cambio porcentual del cociente de pulso pareado (CPP: S2/S1) después
de la aplicacion del agonista selectivo de los receptores de adenosina de tipo Al.

(A) Porcentaje de cambio del CPP antes y durante la aplicacion del CCPA en las NEMs
de ratas no reserpinizadas (Vehiculo). (A”) Trazos representativos de las amplitudes S1y
S2 tras la aplicacion del protocolo del pulso pareado de una NEM proveniente de una
rata no reserpinizada en condiciones basales (linea negra) y en presencia del agonista Al
(linea gris). CPP en condiciones control: 1.53; en presencia del CCPA: 1.64; porcentaje
de cambio: 7.6 %. (B) Porcentaje de cambio del CPP antes y durante la aplicacion del
CCPA en las NEMs de ratas reserpinizadas. (B’) Trazos representativos de las
amplitudes S1 y S2 tras la aplicacion del protocolo del pulso pareado en una NEM
proveniente de una rata reserpinizada, en condiciones basales (linea negra) y en
presencia del agonista Al (linea gris). CPP en condiciones control: 1.54; en presencia
del CCPA: 1.73; porcentaje de cambio: 12.8%.
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Para corroborar si el efecto del CCPA en la amplitud de las CPSEs y del CPP es
diferente en ratas con la inervacion dopaminérgica intacta y en ratas con deplecion de
dopamina, se comparé el cambio porcentual inducido por el agonista Al entre ambos
grupos de ratas. En la Figura 29 A se muestra que la disminucién de la amplitud de las
CPSEs al estimular el receptor Al es en promedio menor en las NEMs del grupo no
reserpinizado (Vehiculo) que en las del grupo Reserpina, pero la diferencia no fue
significativa (to= 1.45, p=0.09, prueba t de Student no pareada, de una cola, con la

correccion de Welch).

En la Figura 29 B se muestra que el aumento en el CPP al estimular el receptor
Al es en promedio menor en las NEM del grupo Vehiculo (no reserpnizado) que en las
del grupo Reserpina, pero la diferencia entre ambos grupos tampoco fue significativa
(tio= 1.37, p=0.09, prueba t de Student no pareada, de una cola, con la correccion de
Welch).
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Figura 29. Efecto del agonista Al sobre el porcentaje de cambio de la amplitud de
las CPSEs normalizadas y del CPP inducido por la estimulacion corticoestriatal en
las NEM de ratas no reserpinizadas y tratadas con reserpina.

En ambas graficas cada punto representa la diferencia de la amplitud de las CPSEs (en
A) y del CPP (S2/S1) (en B) durante los Gltimos 5 minutos en condiciones basales y los
ultimos 5 minutos en presencia del agonista A1 (CCPA, 300 nM). Las lineas representan
la media + error estandar. (A) Porcentaje de cambio de la amplitud de las CPSEs en las
NEMs de ambos grupos de ratas tras la aplicacion del agonista Al. No reserpinizadas
(Vehiculo, n=7): en presencia del CCPA = 0.59 + 0.06; cambio = -40.6 + 6 %. Reserpina
(n=6): en presencia del CCPA = 0.49 + 0.03; cambio = -50.6 + 3.3 %. (B) Porcentaje de
cambio del CPP en las NEMs de ambos grupos de ratas tras la aplicaciéon del agonista
Al. No reserpinizadas (Vehiculo, n=7): condicion basal = 1.43 + 0.06; en presencia del
CCPA = 1.48 + 0.06; cambio = 4.7 + 4.9 %. Reserpina (n=6): condicién basal = 1.34 +
0.14; en presencia del CCPA =1.49 £ 0.14; cambio = 12.8 + 3.25 %.
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Después de analizar el efecto del agonista Al sobre las CPSEs, se realizaron
registros electrofisioldgicos utilizando ademas el antagonista A1, DPCPX. En la Figura
30 se ilustran los tres registros electrofisiologicos que se han obtenido hasta el momento
en las NEMs de ratas no reserpinizadas, observandose que en los tres registros la
aplicacion del antagonista A1 no produjo ningin cambio en la amplitud de las CPSEs.
En dos neuronas, la aplicacion simultanea del agonista A1 (CCPA) con el antagonista
Al (DPCPX) no modificd la amplitud de las CPSEs, indicando un efecto antagénico
(Fig. 30, Ay B). En una neurona se produjo un aumento paradojico de la amplitud de las
CPSEs al aplicar simultdneamente el agonista y antagonista Al (Fig. 30 C). Se requiere

realizar mas experimentos para corroborar este Ultimo hallazgo.
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Figura 30. Interaccién del antagonista A1 (DPCPX) y el agonista A1 (CCPA) sobre
la amplitud normalizada de las CPSEs en las NEMs de ratas tratadas con el
vehiculo (no reserpinizadas).

El curso temporal de las CPSEs normalizadas de tres NEMs de ilustran en las graficas
(A), (B) y (C), y la parte sombreada clara indica el tiempo de aplicacion del antagonista
Al (DPCPX, 100 nM) durante 15 minutos; la parte sombreada oscura indica la co-
aplicacion del DPCPX vy el agonista A1 (CCPA, 300 nM) durante 20 minutos. Cada
punto representa la media + error estandar de la amplitud de seis CPSEs registradas en
intervalos de 1 minuto. (A) NEM (# 121.1): resistencia de entrada: 26.6 MQ. (B) NEM
(#121.2): resistencia de entrada: 50.4 MQ. (C) NEM (#125.1): resistencia de entrada:
33.3 MQ. Las Figuras (A’), (B’) y (C’) muestran trazos representativos de la amplitud
de las CPSEs de las tres NEMs, obtenidos promediando las 30 CPSEs registradas
durante los dltimos 5 minutos en la condicion control, en presencia del DPCPX y la co-
aplicacion del DPCPX y el CCPA. (A’) NEM (# 121.1), amplitud absoluta en: control
(162.4 pA), en presencia del DPCPX (163.9 pA) y DPCPX + CCPA (139.5 pA). (B’)
NEM (# 121.2), amplitud absoluta en: control (156.9 pA), en presencia del DPCPX
(148.4 pA) y DPCPX + CCPA (166.3 pA). (C’) NEM (# 125.1), amplitud absoluta en:
control (68.9 pA), en presencia del DPCPX (76.5 pA) y DPCPX + CCPA (89.1 pA).
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En dos NEMs del grupo de ratas tratadas con reserpina se han obtenido registros
electrofisiologicos de la interaccion entre el antagonista A1 (DPCPX) y el agonista Al
(CCPA). En una de ellas el DPCPX no modificd la amplitud de las CPSEs mientras que
en la otra produjo un incremento (Fig. 31). La co-aplicacion del DPCPX y el CCPA
parece no tener efecto en las CPSE de las ratas tratadas con reserpina, pero aun falta

aumentar el nmero de observaciones para corroborar esta observacion.
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Figura 31. Interaccién del antagonista A1 (DPCPX) y el agonista A1 (CCPA) sobre
la amplitud normalizada de las CPSEs en las NEMs de ratas tratadas con
reserpina.

El curso temporal de las CPSEs normalizadas de tres NEMs se ilustra en las graficas (A)
y (B), y la parte sombreada clara indica el tiempo de aplicacion del antagonista Al
(DPCPX, 100 nM) durante 15 minutos y la parte sombreada oscura indica la co-
aplicacion del DPCPX y el agonista A1 (CCPA, 300 nM) durante 20 minutos. Cada
punto representa la media £ error estandar de la amplitud de seis CPSEs registradas en
intervalos de 1 minuto. (A) NEM (# 120.2): resistencia de entrada: 39.9 MQ. (B) NEM
(# 126): resistencia de entrada: 37 MQ. Las Figuras (A’) y (B’) muestran trazos
representativos de la amplitud de las CPSEs de las dos NEMs, obtenidos promediando
las 30 CPSEs registradas durante los Gltimos 5 minutos en la condicién control, en
presencia del DPCPX y la co-aplicacion del DPCPX y el CCPA. (A’) NEM (# 120.2);
amplitud absoluta en: control (95.3 pA); en presencia del DPCPX (71 pA) y DPCPX +
CCPA (86.3 pA). (B’) NEM (# 126); amplitud absoluta en: control (80.2 pA); en
presencia del DPCPX (100.3 pA) y DPCPX + CCPA (74.4 pA).

wpa
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8.2.2 Efecto de la deplecién de dopamina sobre la modulacién de la transmision
excitadora corticoestriatal mediada por los receptores A2A

A diferencia de la accion inhibidora del agonista A1, CCPA, sobre la amplitud de
las CPSEs en las NEMs de ambos grupos de ratas; la aplicacion del agonista A2A causé
efectos diferentes en las corrientes sinapticas inducidas por la estimulacion
corticoestriatal en las NEMs de las ratas no reserpinizadas y tratadas con reserpina.
Como ejemplo se muestra el curso temporal de la amplitud de las CPSEs en una NEM
procedente de una rata no reserpinizada (Fig. 32 A) y en otra procedente del grupo
Reserpina (Fig. 32 B), tras la aplicacion del agonista A2A, CGS 21680 (5 uM) durante
20 minutos. Como se puede observar, el agonista A2A no modificd la amplitud de las
CPSEs en la NEM cuya inervacion dopaminérgica esta intacta (Fig. 32 A); sin embargo,
tras la deplecion de dopamina con el esquema de reserpina, la activacion de los
receptores A2A por el agonista CGS 21680 produjo un aumento en la amplitud de las

CPSEs inducidas en la NEM por la estimulacion corticoestriatal (Fig. 32 B).
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Figura 32. Efecto del agonista A2A (CGS 21680) sobre la amplitud normalizada de
de las CPSEs en NEMs representativas de ratas tratadas con vehiculo (no
reserpinizadas) y con reserpina.

En las graficas (A) y (B) se ilustra el curso temporal de las CPSEs (S1) normalizadas, y
la parte sombreada indica el tiempo de aplicacién del agonista A2A (CGS 21680, 5 uM)
durante 20 minutos. Cada punto representa la media + error estandar de la amplitud de
seis CPSEs registradas en intervalos de 1 minuto. En las Figuras (A”) y (B’) cada trazo
representa el promedio de 30 CPSEs registradas durante los Gltimos 5 minutos en la
condicion control y en presencia del CGS 21680. (A) NEM de una rata no reserpinizada
(Vehiculo). Resistencia de entrada: 45.9 MQ; amplitud normalizada en presencia del
CGS 21680: 1.0. (A’) Trazos representativos de la amplitud de las CPSEs de la NEM de
la rata no reserpinizada, en condiciones basales (linea negra) y en presencia del agonista
A2A (linea gris). Amplitud absoluta en condicion control: 116.4 pA; en presencia del
CGS 21680: 117.8 pA; porcentaje de cambio de 1.2. (B) NEM de una rata tratada con
reserpina. Resistencia de entrada: 64.6 MQ; amplitud normalizada en presencia del CGS
21680: 1.6. (B’) Trazos representativos de la amplitud de las CPSEs de la NEM de la
rata tratada con reserpina, en condiciones basales (linea negra) y en presencia del
agonista A2A (linea gris). Amplitud absoluta en condicion control: 128.3 pA; en
presencia del CGS 21680: 211.7 pA; porcentaje de cambio de 65.
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En la Figura 33 se presenta el promedio del efecto del CGS 21680 sobre la
amplitud de las CPSEs registradas en las NEMs de las ratas no reserpinizadas (n=7) y
tratadas con reserpina (n=6). Se aplico un ANOVA de medidas repetidas de dos factores
a la amplitud de las CPSEs registradas durante los 5 minutos en condiciones basales,
encontrando que no existe diferencia entre ambos grupos de ratas durante ese periodo
(tiempo: Fa4= 2, p= 0.25; tratamiento: F14=0.009, p= 0.92).

Se observa que la aplicacion del agonista A2A (CGS 21680, 5 uM) produjo en
promedio un aumento en la amplitud de las CPSEs de las ratas con deplecion de
dopamina en comparacion con las ratas con la inervacion dopaminérgica intacta en
donde el agonista A2A no tuvo efecto; sin embargo esta diferencia no fue significativa
tras la aplicacion del ANOVA de medidas repetidas de dos factores entre el grupo
Vehiculo y Reserpina (factor tiempo: Fai2es= 1.78, p=0.015; interaccion del factor
tiempo y tratamiento: F1264= 3.03, p<0.0001; factor tratamiento: F111= 1.79, p= 0.208).
Cabe sefalar que no se ilustrd la amplitud de las CPSEs durante el periodo de 30
minutos de lavado del farmaco debido a que solamente 5 neuronas procedentes de ratas
no reserpinizadas y 4 de ratas tratadas con reserpina sobrevivieron a este periodo de
lavado, motivo por el cual no fue posible observar si el efecto del farmaco fue reversible.
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Figura 33. Efecto del agonista A2A sobre el curso temporal de la amplitud
normalizada de las CPSEs inducidas por estimulacion corticoestriatal en las NEM
de ratas reserpinizadas y no reserpinizadas (Vehiculo).

Se ilustra la amplitud de las CPSEs durante los 5 minutos en condiciones control y los
20 minutos de aplicacion del agonista A2A (CGS 21680, 5 uM; parte sombreada). Cada
punto representa la media * error estandar de la amplitud de las CPSEs registradas en
intervalos de 1 minuto. Resistencia de entrada en las NEMs de ratas no reserpinizadas
(n=7): 46.7 £ 9.1 MQ. Resistencia de entrada en las NEMs de ratas reserpinizadas (n=6):
54.7+16.7 MQ.

Para comparar el efecto del agonista A2A sobre la amplitud de las CPSEs en
ambos grupos de ratas, se promediaron los valores absolutos de las amplitudes de las
CPSEs en los ultimos 5 minutos del registro basal y en los ultimos 5 minutos en
presencia del CGS 21680. La prueba pareada de rangos signados de Wilcoxon de una
cola indic6 que no existe efecto significativo del agonista A2A sobre la amplitud de las
CPSEs registradas en las NEMs de ratas no reserpinizadas (p = 0.148, ver Fig. 34 A) ni
en las reserpinizadas (p=0.078, ver Fig. 34 B).

Debido a la variabilidad que presentaron los registros electrofisioldgicos, los

valores absolutos de las CPSEs registradas se normalizaron con respecto a la amplitud

de las corrientes en los ultimos 5 minutos en el periodo basal debido a la variabilidad
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que presentaron los registros electrofisiologicos. En la Figura 34 C y D, se observa que
el agonista A2A produjo cambios opuestos en la amplitud de las CPSEs de las NEM
provenientes de ambos grupos de ratas. Asi, en las NEM de ratas con la inervacién
dopaminérgica intacta el CGS 21680 produjo con mayor frecuencia una disminucion en
la amplitud de las CPSEs (Fig. 34 C); mientras que en las ratas depletadas de dopamina
el efecto mas comin fue un aumento en la amplitud de las CPSEs (Fig. 34 D). Sin
embargo, a pesar estas tendencias opuestas, no se encontro efecto significativo entre
ambos grupos de ratas (no reserpinizadas: p= 0.289; reserpinizadas: p= 0.078, prueba
pareada de rangos signados de Wilcoxon de una cola), por lo que sera necesario
incrementar el nimero de neuronas para confirmar si el agonista A2A produce efectos

opuestos en las NEMs en ambos grupos de ratas.
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Figura 34. Amplitud de las CPSEs antes y después de la aplicacion del
agonista selectivo de receptores de adenosina de tipo A2A.
Cada simbolo representa el promedio de la amplitud absoluta (A y B) y normalizada (C
y D) de las CPSEs registradas durante los Gltimos 5 minutos en condiciones basales y los
ultimos 5 minutos en presencia del agonista A2A, CGS 21680 (5 uM). Se presentan las
medias + desviacion estandar de las amplitudes absolutas y error estandar en las
amplitudes normalizadas de las CPSEs. (A) Amplitud absoluta de las CPSEs en las
NEMs de ratas no resepinizadas (Vehiculo). Condiciones control: 160.6 + 69.1 pA;
presencia del CGS 21680: 137.2 + 53.8 pA. (B) Amplitud absoluta de las CPSEs en las
NEMs de ratas tratadas con reserpina. Condiciones control: 188.9 + 84.1 pA; en
presencia del CGS 21680: 250.9 + 155.6 pA. (C) Amplitud normalizada de las CPSEs
en las NEMs de ratas no resepinizadas (Vehiculo). Amplitud normalizada de las CPSEs
en presencia del CGS 21680: 0.9 £ 0.12. (D) Amplitud normalizada de las CPSEs en las
NEMs de ratas tratadas con reserpina. Amplitud de las CPSEs en presencia del CGS
21680: 1.31 £ 0.15.

Se determino el cambio porcentual en el cociente de pulso pareado (CPP) durante
los Gltimos 5 minutos de la aplicacion del agonista A2A, CGS 21680, tomando como
referencia el promedio del CPP de los dltimos 5 minutos en condiciones basales (100
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%). En las NEMs de ratas no reserpinizadas (Fig. 35 A) el CGS 21680 causO en
promedio un incremento en el CPP (8.8 + 7.6 %), el cual no fue significativo (p= 0.234,
prueba pareada de rangos signados de Wilcoxon de una cola); sin embargo, en las ratas
reserpinizadas (Fig. 35 B) el agonista A2A produjo una disminucién significativa del
CPP (-7.4 = 3.9 %; p= 0.047, prueba pareada de rangos signados de Wilcoxon de una
cola), sugiriendo que la deplecién de dopamina favorece una accion presinaptica del
agonista A2A para aumentar la probabilidad de liberacion de glutamato de la via

corticoestriatal.

A Vehiculo (n=7) B Reserpina (n=6)

& 60, Z 60

g 3

i

i 40 i 40

% |

F e

3 20 20

o 1]

R L = 5 0f--ee-

2 2

g -204 3 20

*® ® T T
0uM 5uM 0uM 5uM

CGS 21680 CGS 21680
A B’

Control (CPP= 1.75)
CGS 21680 (CPP= 1.55)

\

\ \ i

\ |
" | Control (CPP= 1.70) /
3 H "/

2
1] CGS 21680 (CPP= 1.83) ‘g_ \/
]

Figura 35. Cambio porcentual del cociente de pulso pareado (CPP: S2/S1) después
de la aplicacion del agonista selectivo de los receptores de adenosina de tipo A2A.
(A) Porcentaje de cambio del CPP antes y durante la aplicacion del CGS 21680 en las
NEMs de ratas no reserpinizadas (Vehiculo). (A’) Trazos representativos de las
amplitudes S1 y S2 tras la aplicacion del protocolo del pulso pareado en una NEM
proveniente de una rata no reserpinizada, en condiciones basales (linea negra) y en
presencia del agonista A2A (linea gris). CPP en condiciones control: 1.70; en presencia
del CGS 21680: 1.83; porcentaje de cambio: 7.6 %. (B) Porcentaje de cambio del CPP
antes y durante la aplicacion del CGS 21680 en las NEMs de ratas reserpinizadas. (B’)
Trazos representativos de las amplitudes S1 y S2 tras la aplicacion del protocolo del
pulso pareado en una NEM proveniente de una rata reserpinizada, en condiciones
basales (linea negra) y en presencia del agonista A2A (linea gris). CPP en condiciones
control: 1.8; en presencia del CGS 21680: 1.6; porcentaje de cambio de -11.3.
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Para corroborar si el efecto del CGS 21680 en la amplitud de las CPSEs y del
CPP es diferente en ratas con la transmision dopaminérgica intacta y en ratas con
deplecion de dopamina, se compar0 el cambio porcentual inducido por el agonista A2A
entre ambos grupos de ratas. En la Figura 36 A se muestra que la estimulacion del
receptor A2A produjo una disminucion de la amplitud de las CPSEs en 4 de 7 NEMs de
las ratas no reserpinizadas, mientras que en 5 de 6 NEMs de las ratas tratadas con
reserpina el agonista A2A aumenté la amplitud de las CPSEs, haciendo que los
promedios de ambos grupos sean significativamente diferentes (tio= 2.09, p=0.03, t de
Student no pareada, de una cola, con la correccién de Welch). En la Figura 36 B se
muestra que la estimulacion del receptor A2A favorece un aumento en el CPP en las
NEMs de ratas no reserpinizadas, mientras que en las del grupo Reserpina favorece una
disminucion, dando lugar a que sus medias difieran significativamente (ts= 1.90, p=0.04,

t de Student no pareada, de una cola con la correccion de Welch).
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Figura 36. Efecto del agonista A2A sobre el porcentaje de cambio de la amplitud de
las CPSEs normalizadas y del CPP inducido por la estimulacion corticoestriatal en
las NEMs de ratas no reserpinizadas y tratadas con reserpina.

En ambas graficas cada punto representa la diferencia de la amplitud de las CPSEs (en
A) y del CPP (S2/S1) (en B) durante los Gltimos 5 minutos en condiciones basales y los
ultimos 5 minutos en presencia del agonista A2A (CGS 21680, 5 uM). Las lineas
representan la media + error estandar. (A) Porcentaje de cambio de la amplitud de las
CPSEs en las NEMs de ambos grupos de ratas tras la aplicacion del agonista A2A. No
reserpinizadas (Vehiculo, n=7): en presencia del CGS 21680 = 0.90 + 0.12; cambio = -
9.1 +12.7 %. Reserpina (n=6): en presencia del CGS 21680 = 1.3 + 0.14; cambio = 31.7
+ 14.7 %. (B) Porcentaje de cambio del CPP en las NEMs de ambos grupos de ratas tras
la aplicacion del agonista A2A. No reserpinizadas (Vehiculo, n=7): condicién basal =
1.42 £ 0.11; CGS 21680 = 1.50 + 0.08; cambio = 8.9 + 7.6 %. Reserpina (n=6):
condicion basal = 1.58 + 0.10; CGS 21680 = 1.45 £ 0.09; cambio = -7.5 £ 3.9 %.
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Se realizaron registros electrofisiologicos para evaluar el efecto del antagonista
A2A, ZM 241385 (100 nM) sobre la amplitud de las CPSEs, para lo cual se han
obtenido registros electrofisioldgicos en dos NEMs de ratas no reserpinizadas; en una de
ellas la aplicacion del antagonista A2A no produjo ningan cambio en la amplitud de las
CPSEs (Fig. 37 A), mientras que en la otra neurona el mismo farmaco incrementd las
CPSEs (Fig. 37 B). La aplicacion simultanea del antagonista y el agonista A2A no

produjo cambios en las CPSEs en ambas NEMs registradas.
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Figura 37. Interaccién del antagonista A2A (ZM 241385) y el agonista A2A (CGS
21680) sobre la amplitud normalizada de las CPSEs en las NEMs de ratas tratadas
con el vehiculo (no reserpinizadas).

El curso temporal de las CPSEs normalizadas de dos NEMs se ilustran en las gréficas
(A) y (B), donde la parte sombreada clara indica el tiempo de aplicacion del antagonista
A2A (ZM 241385, 100 nM) durante 15 minutos y la parte sombreada oscura indica la
co-aplicacién del ZM 241385 y el agonista A2A (CGS 21680, 5 uM) durante 20
minutos. Cada punto representa la media * error estandar de la amplitud de seis CPSEs
registradas en intervalos de 1 minuto. (A) NEM (# 147): resistencia de entrada= 40.4
MQ. (B) NEM (# 157): resistencia de entrada= 65.7 MQ. Las Figuras (A’) y (B’)
muestran trazos representativos de la amplitud de las CPSEs de las dos NEMs, obtenidos
promediando las 30 CPSEs registradas durante los ultimos 5 minutos en la condicién
control, en presencia del ZM 241385 y la co-aplicacion del ZM 241385 y el CGS 21680.
(A’) NEM (#147) con la amplitud absoluta en: control (47.6 pA), en presencia del ZM
241385 (44.8 pA) y ZM 241385 + CGS 21680 (39.9 pA). (B’) NEM (#157) con la
amplitud absoluta en: control (84.4 pA), en presencia del ZM 241385 (108.9 pA) y ZM
241385 + CGS 21680 (101.7 pA).
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En el grupo de ratas tratadas con reserpina, la interaccion entre el agonista y
antagonista A2A se ha evaluado hasta ahora solo en cuatro neuronas. Como se observa
en la Figura 38 A, durante la aplicacion aislada del antagonista A2A ocurrid una
disminucion de las CPSEs registradas en una de las NEMs, mientras que en la otra no
hubo cambio. Por otro lado, durante la co-aplicacion del antagonista A2A con el
agonista CGS 21680 en ambas NEMs se produjo una disminucién aproximada del 50%
de la amplitud de las CPSEs registradas (Figura 38 Ay B).
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Figura 38. Interaccidn del antagonista A2A (ZM 241385) y el agonista A2A (CGS
21680) sobre la amplitud normalizada de las CPSEs en las NEMs de ratas tratadas
con reserpina.

El curso temporal de las CPSEs normalizadas de dos NEMs de ilustra en las gréaficas (A)
y (B), donde la parte sombreada clara indica el tiempo de aplicacion del antagonista
A2A (ZM241385, 100 nM) durante 15 minutos; la parte sombreada oscura indica la co-
aplicacion del ZM 241385 y el agonista A2A (CGS 21680, 5 uM) durante 20 minutos.
Cada punto representa la media * error estdndar de la amplitud de seis CPSEs
registradas en intervalos de 1 minuto. (A) NEM (# 144): resistencia de entrada= 51.9
MQ. (B) NEM (Codigo 154): resistencia de entrada= 53.1 MQ. Las Figuras (A”) y (B’)
muestran trazos representativos de la amplitud de las CPSEs de las dos NEMs, obtenidos
promediando las 30 CPSEs registradas durante los ultimos 5 minutos en la condicién
control, en presencia del ZM 241385 y la co-aplicacion del ZM 241385y el CGS 21680.
(A’) NEM (#144) con la amplitud absoluta en: control (76.3 pA), en presencia del ZM
241385 (53.9 pA) y ZM 241385 + CGS 21680 (31.5 pA). (B’) NEM (#154) con la
amplitud absoluta en: control (193.3 pA), en presencia del ZM 241385 (196.7 pA) y ZM
241385 + CGS 21680 (83.4 pA).
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Por otro lado, en otra NEM de una rata tratada con reserpina la aplicacion del
antagonista A2A no produjo ningin cambio en la amplitud de las CPSEs (Fig. 39 A),
mientras que en otra ocurrid un incremento aproximado del 25 % (Fig. 39 B). En
contraste con las dos neuronas ilustradas en la Fig. 38, la aplicacion simultanea del ZM
241385 y el CGS 21680 no parecié modificar las CPSEs en estas otras dos NEMs de
ratas reserpinizadas. Por consiguiente, aln falta realizar mas experimentos para
esclarecer el efecto de la interaccion entre el agonista y el antagonista de los receptores

A2A sobre las CPSEs de las NEMs en presencia y ausencia de dopamina.
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Figura 39. Interaccién del antagonista A2A (ZM 241385) y el agonista A2A (CGS
21680) sobre la amplitud normalizada de las CPSEs en las NEMs de ratas tratadas
con reserpina.

El curso temporal de las CPSEs normalizadas de dos NEMs se ilustra en las graficas (A)
y (B), donde la parte sombreada clara indica el tiempo de aplicacion del antagonista
A2A (ZM 241385, 100 nM) durante 15 minutos; la parte sombreada oscura indica la co-
aplicacion del ZM 241385 y el agonista A2A (CGS 21680, 5 uM) durante 20 minutos.
Cada punto representa la media * error estdndar de la amplitud de seis CPSEs
registradas en intervalos de 1 minuto. (A) NEM (#156): resistencia de entrada= 26 MQ.
(B) NEM (# 162): resistencia de entrada= 36.8 MQ. Las Figuras (A’) y (B’) muestran
trazos representativos de la amplitud de las CPSEs de las dos NEMSs, obtenidos
promediando las 30 CPSEs registradas durante los Gltimos 5 minutos en la condicion
control, en presencia del ZM 241385 y la co-aplicacion del ZM 241385y el CGS 21680.
(A’) NEM (# 156); amplitud absoluta en: control (74 pA); en presencia del ZM 241385
(73.5 pA) y ZM 241385 + CGS 21680 (88.9 pA). (B’) NEM (# 162); amplitud absoluta
en: control (103.9 pA); en presencia del ZM 241385 (127.4 pA) y ZM 241385 + CGS
21680 (115.7 pA).
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9. DISCUSION

9.1.1 Efecto de la reserpina sobre el consumo de agua y alimento.

Uno de los mejores modelos animales que reproduce la sintomatologia de la
enfermedad de Parkinson es la lesion de la via nigroestriatal con 6-OHDA,; sin embargo
su principal limitacion es el desarrollo de adipsia y anorexia que provoca severa
deshidratacion y desnutricion global aguda, ocasionando la muerte del 50% de los
animales en los primeros 5 dias posteriores a la inyeccion de la neurotoxina (90). De
igual forma se ha reportado que la presencia de estas manifestaciones fisioldgicas es
directamente proporcional a la destruccion de las terminales dopaminérgicas del cuerpo
estriado (90).

Los cambios encontrados en el consumo de agua y alimento en las ratas
utilizadas en el presente estudio después de la administracion de la reserpina son
similares a los observados en los animales con lesion de la via nigroestriatal, sugiriendo
que el esquema de reserpinizacion que implementamos mantiene niveles bajos de
dopamina hasta el dia 5 del sacrificio; lapso en el cual tratamientos similares de
reserpinizacion han producido modificaciones en la expresién de neuropéptidos y
receptores presentes en las NEM semejantes a los que se producen con la lesién con 6-
OHDA (64, 65, 69, 70). Estos hallazgos sugieren gue las dosis e intervalos utilizados en
nuestro esquema de reserpinizacion producen cambios adaptativos similares a los que se
presentan en la enfermedad de Parkinson tras la destruccion de las neuronas

dopaminérgicas.

Aparte del estudio realizado por Ungerstedt y cols. (90), la busqueda
bibliografica no arrojo otros reportes cuantitativos acerca del curso temporal del
consumo de agua y alimento durante los dias inmediatos al tratamiento con reserpina o
con la lesion con 6-OHDA. Sin embargo, Halaris y Freedman (73), reportaron el

“sindrome de reserpinizacion” que incluye sintomas como adipsia, anorexia, ptosis
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(péarpados caidos), diarrea y pérdida de peso; sintomas que se pudieron observar en

nuestros animales durante la administracion del esquema de reserpina.

Solamente se encontrd un estudio en donde se reporta que una sola dosis de 2
mg/Kg de reserpina produce una reduccion del 60% en la ingesta de alimento en las
subsecuentes 24 horas posteriores a la inyeccién (citado en referencia 73). En el presente
estudio encontramos que 24 horas después de una dosis de 5 mg/Kg de reserpina se
redujo un 99% el consumo de alimento en las ratas y el de agua se redujo un 77% en
promedio; esta fue la razon por la cual decidimos utilizar la alimentacion intragéstrica
con una dieta semiliquida hipercaldrica en un intento por evitar que la desnutricion y
deshidratacion aguda inducida por el tratamiento de reserpina afecte la salud de los
animales, y por consiguiente, produzca alteraciones en los resultados obtenidos en las

NEMs utilizadas para los registros electrofisioldgicos.

9.1.2 Efecto de la reserpina sobre el peso corporal.

Congruente con lo reportado en la literatura, el tratamiento con reserpina causé
una importante reduccion de peso en los animales, que fue progresiva a lo largo del
tratamiento y que posiblemente fue resultado de la adipsia y anorexia. Nosotros
encontramos que 24 horas después de administrar la primera dosis de reserpina (5
mg/Kg) se produjo una pérdida de peso que en promedio fue de 15.1 %, lo cual es muy
similar a la disminucién del 14 % causada por la misma dosis de reserpina en el estudio
de Halaris & Freedman (73). Estos mismos autores propusieron que la disminucion de
peso de los animales es un indicador de la deplecion de las monoaminas producida por la
reserpina ya que una disminucion del 10% del peso corporal a las 24 horas de la
administracion de una dosis de reserpina de 5 mg/Kg (i.p.) se correlaciona con una
deplecion del 70-95% en los niveles de serotonina en el cerebro (73). Debido a que la
reserpina bloquea el almacenamiento vesicular de todas las monoaminas, incluyendo las
catecolaminas (91), se infiere que la pérdida de peso observada en los animales de este

estudio después de la administracion de 5 mg/Kg de reserpina por via s.c. se encuentra
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relacionada con una deplecion de dopamina en el estriado en comparacion con los

animales no reserpinizados.

En el presente estudio decidimos emplear la via subcutdnea de administracion
debido a que se ha reportado (73) que el 100% de los animales tratados con 5 mg/Kg por
via s.c. presentaron 24 horas después una disminucién de peso mayor al 10%; mientras
que el 20% de los animales tratados con la misma dosis por la via i.p. mostraron
tolerancia a los efectos de la reserpina, con una disminucion de peso menor al 10% a las
24 horas (73).

Con el esquema de tratamiento de reserpina utilizado en el presente estudio la
disminucion del peso corporal de los animales al quinto dia después de la primera dosis
fue en promedio del 32.6 %. Este cambio porcentual es similar al que se ha observado en
animales con lesién bilateral en la via nigroestriatal con 6-OHDA, que muestran un
decremento de peso de un 28 % en el décimo dia posterior a la cirugia (90, 92, 93). Cabe
destacar que con las dosis de reserpina empleadas todos los animales sobrevivieron al
dia 5, aun sin la alimentacion intragastrica, indicando que este régimen de tratamiento es
bastante fiable ya que sin causar mortalidad reproduce en pocos dias las alteraciones
motoras que se presentan en la enfermedad de Parkinson.

Nuestros resultados demuestran que la alimentacion intragastrica atenla
significativamente la disminucion de peso causada por el esquema de reserpinizacion
utilizado, evitando que exceda el 22% al quinto dia, lo cual ademas de garantizar una
mayor supervivencia podria contribuir a mejorar el estado funcional del cerebro para los

registros electrofisioldgicos.
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9.1.3 Efecto de la reserpina sobre la catalepsia.

Un aspecto importante del modelo de parkinsonismo inducido por reserpina es su
validacion para determinar que reproduce las manifestaciones motoras de la enfermedad
de Parkinson. Para ello empleamos el modelo de catalepsia, ya que éste permite evaluar
la presencia de inmovilidad y rigidez muscular producidos por la deplecion de
dopamina, similares a los que se presentan en los pacientes con la enfermedad de
Parkinson. Un estudio previo que evaluo la catalepsia producida por 3 dosis de reserpina
de 1 mg/Kg administradas a ratas en dias alternos en ratas, encontré que 30 minutos
después de la ultima dosis las ratas permanecian asidas a la barra metélica un promedio
de 126 + 3.1 s (91). Con el esquema de reserpinizacion utilizado en el presente estudio
se encontrd que al cuarto dia de tratamiento los valores de inmovilidad en la barra fueron
mayores que los observados por Patil y cols. (94) con la dosis de 1 mg/Kg, puesto que en
el grupo de Reserpina fue de 197.9 £ 175.7 s y en el grupo de Reserpina + ingesta fue de
290.9 + 110.8 s. Estos hallazgos sugieren que las dosis e intervalos de administracion de
reserpina utilizados en nuestro estudio provocan una mayor deplecion en los niveles de
dopamina en el cerebro, lo que conlleva a que los animales permanezcan mayor tiempo

asidos a la barra metalica.

El incremento de los tiempos de permanencia en la barra metélica encontrado en
nuestro estudio es cuantitativamente similar al observado en la lesion con 6-OHDA (93,
95), corroborando que nuestro esquema de reserpinizacion produce un sindrome de

rigidez e inmovilidad similar al que ocurre en la enfermedad de Parkinson.

Cabe recalcar que no se encontrd diferencia significativa de los valores de
catalepsia entre el grupo Reserpina y Reserpina + ingesta, indicando que la
administracion de la alimentacion intragastrica no repercute en el tiempo de sujecion a la
barra metalica (catalepsia) inducida con reserpina; sugiriendo que la inmovilidad de los
animales puede ser producida por la deplecion de la dopamina y no por la desnutricién

aguda debida a la adipsia y la anorexia presentada por los animales durante el esquema
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de tratamiento. Sin embargo, una de las limitaciones del tratamiento con reserpina es que
la deplecion de otras catecolaminas, como la serotonina y la adrenalina, también podria
tener efecto en la manifestacion de inmovilidad de los animales. Por tal motivo, es
importante realizar mediciones de los niveles de dopamina en el estriado de las ratas
durante el tratamiento de reserpina para corroborar que existe una deplecion de este

neurotransmisor y correlacionarlo con la manifestacion de inmovilidad en los animales.

9.2 Efecto de la deplecién de dopamina sobre la modulacion de la transmision

excitadora corticoestriatal mediada por los receptores Al.

En el presente estudio se observo que la administracion del agonista de los
receptores de adenosina de tipo Al, CCPA, produjo una disminucién en la amplitud de
las CPSEs tanto en las ratas no reserpinizadas como en las tratadas con reserpina; y el
efecto persistié aun después de 30 minutos de lavado del farmaco. Estos hallazgos son
similares a los encontrados en otros estudios (44, 46) en donde la aplicacion de farmacos
agonistas de los mismos receptores disminuy6 los PPSEs registrados en las NEMs del
estriado de ratas con un efecto duradero por mas de 50 minutos de lavado (44). Cabe
recalcar que aun cuando el agonista Al disminuy6 las CPSEs en ambos grupos de ratas
utilizadas en nuestro estudio, se observa una ligera tendencia a producir un efecto con
mayor rapidez y magnitud en las ratas con deplecion de dopamina. Aunque estas
diferencias no fueron significativas, cabe la posibilidad que al aumentar el nimero de
registros se observe con mayor claridad este efecto. Posiblemente esta diferencia en la
magnitud del efecto del agonista CCPA entre ambos grupos de ratas se deba a que tras la
deplecion de dopamina en el estriado se pierde la funcién antagdnica que ejercen los
receptores D1 sobre los Al (5), favoreciendo la activacion de éstos ultimos y, en

consecuencia, se incrementa la inhibicion de la transmision glutamatérgica en las NEMs.
Puesto que los receptores Al se expresan tanto en el soma de las NEMs como en

las terminales corticoestriatales, para determinar si el agonista Al inhibid la transmision

corticoestriatal a nivel pre o postsinaptico el cociente de pulso pareado (CPP)
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normalizado, antes y después de aplicar el CCPA. En las ratas no reserpinizadas el
efecto del agonista Al presentd mayor variabilidad, observandose que el CPP aumentd
en 4 neuronas, disminuy6 en una y se mantuvo sin cambios en dos. Por otro lado, en
todas las NEMs de las ratas reserpinizadas el agonista A1 aumenté el CPP, dando lugar
a que este efecto fuese significativo. Estos hallazgos sugieren que la deplecion de
dopamina sensibiliza a los receptores Al que se encuentran a nivel presinéptico en las
neuronas que provienen de la corteza, de tal forma que al ser activados se produce una
mayor inhibicion de la probabilidad de liberacion de glutamato hacia el espacio
extracelular y, en consecuencia, inhibiendo la excitacion de las NEMs y su envio de
sefiales GABAGérgicas inhibidoras hacia los deméas nucleos del circuito motor

extrapiramidal.

Aunque aun es pequefio el nimero de registros realizados para evaluar el efecto
antagonista de los receptores A1, DPCPX (100 nM), se encontré que por si solo este
farmaco no modifico la amplitud de las CPSEs en las tres NEMs obtenidas de ratas no
reserpinizadas (Vehiculo); mientras que en los registros logrados en un par de neuronas
de ratas reserpinizadas, el antagonista Al no alter6 la amplitud de las corrientes en una 'y
en la otra produjo un incremento de 25 %. Este ultimo efecto es similar a lo reportado en
un estudio previo (46), en donde el DPCPX (500 nM) aumento ligeramente el potencial
postsinaptico excitador (PPSE) en las NEMs y también aumentd 23 % la amplitud del
componente N2 del potencial de campo, ambos inducidos por la estimulacion
corticoestriatal. Las observaciones anteriores sugieren que en algunas sinapsis
corticoestriatales estd presente la adenosina endogena en cantidades suficientes para
inhibir ténicamente la transmisidn sinaptica excitadora y serd necesario aumentar el
namero de observaciones para determinar si la deplecion de dopamina incrementa la

sensibilidad de los receptores Al a la accion inhibidora de este nucledsido.
Por otra parte, cuando el agonista A1, CCPA (300 nM), se aplicé en presencia

del antagonista DPCPX (100 nM), la amplitud de las CPSEs permanecié sin cambios en

un par de NEMs obtenidas de ratas no reserpinizadas y en una tercera neurona se
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produjo un aumento inesperado de la amplitud de las corrientes; mientras que en los
registros efectuados en dos neuronas de ratas reserpinizadas el agonista A1 no produjo
cambios apreciables en presencia del antagonista. Tomados en conjunto, estos resultados
indican que el antagonista DPCPX bloqued el efecto del agonista CCPA, lo cual es
congruente con lo reportado en algunos estudios en los que la aplicacion de un
antagonista Al previno la reduccion del PPSE causada por la adenosina exdgena (20, 45,
46). Sin embargo, aln serd necesario realizar mas registros electrofisiologicos que
contribuyan a esclarecer el papel de este receptor en la modulacion de la transmisién

corticoestriatal cuando se pierde la transmision dopaminérgica.

9.3 Efecto de la deplecion de dopamina sobre la modulacion de la transmision
excitadora corticoestriatal mediada por los receptores A2A

Como se ha reportado en otros estudios, la activacion de los receptores de
adenosina de tipo A2A presenta un efecto opuesto a los que se observan tras la
estimulacion de los Al; ya que la activacion de los receptores A2A favorece la
liberacion de glutamato al espacio sinaptico estimulando la actividad de las NEMs,
mientras que los Al inhiben esta liberacion. Algunos estudios han reportado que la
aplicacion de agonistas de los receptores A2A a rebanadas de cerebro de ratas con la
inervacion dopaminérgica intacta no produce modificaciones en las CPSEs ni en los
PPSEs en registros intracelulares de las NEMs del estriado (44, 49, 50). En ninguno de
estos estudios se bloque6 la transmision inhibitoria intrinseca, y solo en un estudio (49)
se reportd que el voltaje se fijo a -80 mV. En otro estudio los registros se hicieron
blogueando la transmision GABAEérgica inhibidora aplicando picrotoxina en el medio
extracelular, con una fijacion de voltaje a -70 mV, encontrandose que el CGS 21680 (1
puM) aumentd la amplitud de las CPSEs solo en las NEMs de la via directa, sin afectar
las de la via indirecta (28). En nuestros registros electrofisioldgicos blogueamos la
transmision GABAGérgica utilizando bicuculina en la solucion extracelular o picrotoxina
a nivel intracelular y el voltaje se fijé a -60 mV para asemejarlo al estado despolarizado.

Bajo estas condiciones encontramos que la aplicacion del CGS 21680, un agonista de los
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receptores A2A, en rebanadas de cerebro de las ratas no reserpinizadas disminuyd las
CPSEs en cuatro neuronas (57 %), en una (14 %) se produjo un incremento y en dos (29
%) no hubo cambios. Aunque esta variabilidad podria deberse a la segregacion funcional
de las NEMs de las vias directa e indirecta, esto solo podria demostrarse identificando el

fenotipo de las neuronas registradas.

En nuestra busqueda bibliografica no encontramos reportes que evallen el efecto
de agonistas A2A sobre la transmision corticoestriatal en animales depletados de
dopamina. Nosotros encontramos que en las NEMs de ratas reserpinizadas la aplicacion
del agonista CGS 21680 disminuyd las CPSEs solamente en una neurona (17 %)
mientras que en cinco (83 %) produjo un aumento. Esto Gltimo contrasta con la
observacién de que solo el 14% de las neuronas de ratas no reserpinizadas aumentaron
sus CPSEs al ser expuestas al agonista A2A. Nuestros resultados concuerdan con los de
un estudio realizado en ratas con lesion unilateral de la via dopaminérgica con 6-OHDA,
en el que la aplicacion del agonista A2A, CGS 21680 (10 uM) a través de una canula de
microdialisis colocada en el estriado produjo un gran aumento en la liberacion de
glutamato (96). Tomados en conjunto, estos hallazgos sugieren que la ausencia de
dopamina en el estriado de las ratas sensibiliza a los receptores de adenosina A2A para
favorecer la liberacion e glutamato de la via corticoestriatal y aumentar excitabilidad de
las NEMs (96).

Para determinar si el agonista A2A modula la transmision sinaptica
corticoestriatal a nivel pre o postsinaptico se analizo el cociente de pulso pareado (CPP)
normalizado antes y después de aplicar el CGS 21680. Las modificaciones en el CPP
durante la aplicacion del CGS 21680 también presentaron mayor variabilidad en los
registros procedentes de ratas no reserpinizadas; observandose que 3 neuronas
presentaron un incremento en el CPP, en 2 hubo un decremento y 2 se mantuvieron sin
cambios. Por el contrario, en las ratas reserpinizadas se observé que en 5 registros se
redujo el CPP y en una sola neurona hubo un aumento, dando como resultado un cambio

significativo comparado con la basal. Este hallazgo sugiere que el aumento de las CPSEs
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causado por el agonista A2A en ausencia de dopamina podria deberse a la facilitacion de
la liberacion de glutamato a nivel presinaptico. Sin embargo, esto no necesariamente
seria cierto puesto que las disminuciones del CPP también se han observado por

modificaciones a nivel postsinaptico.

En un estudio que evaluo el efecto de los antagonistas A2A en rebanadas con la
inervacion dopaminérgica intacta (49), se encontr6 que la aplicacion de los antagonistas
A2A, ZM 241385 (0.3-1 uM) y ST1535 (10 uM), por si solos no modificaron la
amplitud del PPSE inducidos por la estimulacién corticoestriatal (49). Cabe sefialar que
este dltimo estudio se hizo sin bloquear la transmision GABAérgica intrinseca del
estriado. En otro estudio realizado en rebanadas con la inervacién intacta en presencia
del antagonista GABA-A bicuculina en el medio extracelular y con fijacion de voltaje a
-80 mV, la aplicacion del antagonista A2A, ZM 241385 (1 puM), no modifico la
amplitud de las CPSEs ni del PPSE inducidos por la estimulacion de la via
corticoestriatal (51). En contraste, en el estudio realizado por Quiroz et al. (28), los
registros se realizaron en animales con la inervacién dopaminérgica intacta, con
picrotoxina en el medio extracelular y fijando el voltaje a -70 mV, encontrando que la
aplicacion del antagonista A2A, SCH 442416 (1 uM) produjo una disminucion de las
CPSEs en las NEMs de la via directa, pero no en las de la via indirecta, siendo estas
ultimas las que expresan una mayor densidad de receptores A2A en sus somas (97). En
nuestro estudio se hicieron los registros electrofisioldgicos blogueando la entrada
GABA¢érgica inhibidora aplicando el farmaco picrotoxina en la solucion intracelular y
fijando el potencial de membrana a -60 mV, encontrando que en una neurona de ratas no
reserpinizadas el antagonista A2A, ZM 241385 (100 nM), no modificé las CPSEs y en
otra produjo un aumento, abriendo la posibilidad de que estas diferencias se deban a la
segregacion funcional de las NEMs. Sin embargo, las diferencias encontradas en nuestro
estudio y con el de Quiroz et al (28), podrian deberse a que en este tltimo se utilizaron
ratones en etapa juvenil (20 a 30 dias) mientras que en nuestro estudio fueron ratas en

etapa adulta (2 a 4 meses); cuya edad es similar a la etapa en la que se presenta la
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enfermedad de Parkinson en los humanos. De este modo, nuestros resultados podrian

reflejar con mayor semejanza lo que ocurre realmente en los pacientes con Parkinson.

Por otro lado, tampoco encontramos estudios que hayan evaluado si los
antagonistas A2A por si solos son capaces de modular las CPSEs inducidas por
estimulacion corticoestriatal en NEMs de ratas con deplecion de dopamina. En nuestros
resultados se encontrd que en las ratas reserpinizadas, al aplicar el antagonista ZM
241385 (100 nM), en 2 neuronas no se produjeron cambios en la amplitud de las CPSEs,
en una neurona hubo un aumento y en otra una disminucién. Aunque esta variabilidad
también podria atribuirse a la segregacion funcional de las NEMs, para probar esta
hipdtesis habria que realizar experimentos de marcaje para identificar el fenotipo de las
neuronas registradas. Aqui cabe mencionar un reporte donde se evalué el efecto el ZM
241385 y el ST1535 en ratas adultas con lesion de la via dopaminérgica con 6-OHDA,
encontrando que ambos antagonistas A2A potenciaron la accion inhibidora del agonista
dopaminérgico D2 quipirole (0.3 uM) para reducir las CPSEs inducidas en las NEMs
por estimulacién corticoestriatal (51). Sin embargo, en este trabajo no se menciono si los

antagonistas A2A tienen efectos por si solos.

Un hallazgo interesante del presente estudio es que en presencia del antagonista
ZM 241385 (100 nM), la aplicacion del CGS 21680 (5 uM) a las NEMs de las ratas
tratadas con reserpina produjo una disminucién en la amplitud de las CPSEs en 2 de 4
neuronas registradas. Este efecto contrasta con la accion predominantemente facilitadora
del agonista A2A aplicado solo en ausencia de dopamina. Por ello sera importante
realizar mas experimentos para determinar si este efecto guarda relacion con la
segregacion funcional de las NEMs y poder esclarecer si se debe a un cambio en la
modulacion pre o postsindptico de los receptores A2A después de interrumpir la

transmision dopaminérgica.

Cabe recalcar que gran parte de los estudios encontrados en donde se analiza el

efecto de los agonistas y antagonistas de los receptores Al y A2A se han realizado en
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animales en etapa juvenil, mientras que en nuestro estudio se utilizaron animales adultos
(2 a 4 meses), etapa en la que se presenta la enfermedad de Parkinson. Aunado a esto,
solamente en el estudio realizado por Tozzi, et al. (51) se utilizaron ratas con
denervacion dopaminérgica a traves de la lesion con 6-OHDA, mientras que en los otros
estudios fueron animales con la inervacion dopaminérgica intacta. De este modo, aunque
nuestros resultados fueron diferentes con los encontrados en algunos estudios, reflejan
con mayor certeza la modificacion funcional de estos receptores en la etapa adulta y en
condiciones patologicas cuando existe ausencia de dopamina, tal y como se presenta en

la enfermedad de Parkinson.

De igual forma, durante los registros electrofisiologicos se fijo el voltaje de
membrana de las NEMs a -60 mV con la finalidad de favorecer la activacion de las
NEMs tras la estimulacion eléctrica. Gran parte de los estudios revisados no reportan el
voltaje al cual se fijo el potencial de membrana durante los registros intracelulares; los
que si lo reportan utilizan un voltaje de -70 a -80 mV, valor en el que las NEMs se
encuentran en el estado de reposo (hiperpolarizado). Puesto que el potencial de
membrana puede modificar el estado de inactivacion de diversos tipos de canales
ionicos, cabe la posibilidad de que las diferencias entre los resultados de estudios
previos y los del presente trabajo se hayan debido a las diferencias del voltaje de fijacion
empleados para hacer los registros de corrientes. Por tal motivo, se sugiere realizar mas
registros electrofisioldgicos en ambos estados de excitabilidad (estado “down” y estado
“up”), para determinar si la accion moduladora de los receptores Al y A2A se modifica
en ambas situaciones y de este modo tener un panorama mas amplio de la funcion de

estos receptores en condiciones normales y en ausencia de dopamina.

En resumen, los hallazgos encontrados en nuestros experimentos sugieren que
tras la deplecion de dopamina en el estriado, se favorece la activacion de los receptores
de adenosina Al y A2A, principalmente a nivel presinaptico (ver Fig. 40), modificando
la modulacion de la transmisién glutamatérgica de la via corticoestriatal. La activacion

de los receptores Al en nuestras condiciones experimentales reduce la probabilidad de
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liberacion del glutamato al espacio sinaptico; mientras que los receptores A2A la
favorecen, dando lugar a una perturbacion en las funciones del circuito motor que, en
ultima instancia, interfiere con la coordinacion de los diversos conjuntos de musculos
produciendo los sintomas caracteristicos de la enfermedad de Parkinson. Por tal motivo,
nuestros resultados brindan mayor informacion de lo que podria estar pasando con el
funcionamiento de los receptores A1 y A2A en el circuito motor extrapiramidal de los
pacientes con enfermedad de Parkinson, permitiendo indagar sobre posibles alternativas
farmacoldgicas que contribuyan a disminuir los sintomas y manifestaciones de dicha
enfermedad. Sin embargo, ain hacen falta realizar mas investigaciones para comprender
el efecto de los antagonistas de los receptores de adenosina de tipo Al y A2A sobre la

modulacion de la funcién del circuito motor en ausencia de dopamina.
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Figura 40. Circuito motor de los ganglios basales en la Enfermedad de Parkinson.
SNc: sustancia nigra pars compacta; NST: ndcleo subtalamico; GPe: globus pallidus
externo; GPi: globus pallidus interno; SNr: sustancia pars nigra reticulata. (Modificado
de la referencia 1 y 4). Los circulos con contorno negro indican los hallazgos
encontrados en este trabajo tras la aplicacion de los agonistas de los receptores Al y
A2A.
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10. CONCLUSIONES

1. Se estandarizO el modelo de parkinsonismo con el farmaco reserpina para la
realizacion de registros electrofisiologicos en las NEMs del estriado de ratas adultas (2 a
4 meses de edad).

2. Se mostrd en los mismos grupos de animales el curso temporal de la adipsia, anorexia
y pérdida de peso inducidos por el esquema de reserpina: 5 mg/kg en el dia 0 y 2 mg/kg
en los dias 2 y 4.

3. Se encontrd que, con este esquema de reserpina, en el quinto dia de tratamiento se
produce en promedio un decremento del 32.6 % de peso, el cual fue reducido al 22 %
con la administracion de una alimentacion intragastrica hipercaldrica.

4. Se encontré que a partir de los 90 minutos posteriores a la primera inyeccion de
reserpina se produjo un sindrome de inmovilidad y rigidez (catalepsia) en los animales,
el cual perdurdé hasta el quinto dia y no fue modificado por la alimentacién intragastrica.
5. La estimulaciéon de los receptores Al con el agonista selectivo CCPA (300 nM)
produjo una disminucion en la amplitud de las CPSEs en los animales no reserpinizados
y reserpinizados, observando una tendencia, no significativa, a producir el efecto con
mayor rapidez y magnitud en las ratas con deplecion de dopamina.

6. La estimulacion de los receptores Al con el CCPA (300 nM) produjo un aumento
significativo en el cociente de pulso pareado (CPP) solo en las NEMs de ratas tratadas
con reserpina, sugiriendo que la deplecion de dopamina favorece la inhibicién
presinaptica de la liberacion de glutamato ejercida a través de los receptores Al.

7. Por si solo el antagonista A1, DPCPX (100 nM), no modifica la amplitud de las
CPSEs en las ratas no reserpinizadas, mientras que en los animales reserpinizados aln
no se tienen suficientes registros para evaluar su efecto.

8. La estimulacion de los receptores A2A con el agonista selectivo CGS 21680 (5 uM)
produjo un aumento significativo en la amplitud de las CPSEs en las NEMs de ratas
reserpinizadas, que se asocié con una disminucién significativa en el CPP, sugiriendo
que la deplecién de dopamina favorece la actividad de los receptores A2A a nivel

presinaptico para aumentar la liberacion de glutamato.
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9. La estimulacion de los receptores A2A en las NEMs de ratas no reserpinizadas
produjo efectos més variables en la amplitud de las CPSEs, causando aumento en una

neurona, disminucion en 4 y ningiin cambio en 2 neuronas.
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11. SUGERENCIAS PARA FUTURAS INVESTIGACIONES

1. Se recomienda efectuar mediciones de los niveles de dopamina en el estriado de las
ratas durante todo el esquema farmacoldgico de reserpina para corroborar que la
inmovilidad y rigidez de los animales se debe a la deplecion de dopamina en el estriado.
2. Se requieren hacer mas registros electrofisiologicos para evaluar el efecto de los
agonistas de los receptores Al y A2A, en presencia de sus respectivos antagonistas,
sobre la transmision glutamatérgica de la via corticoestriatal.

3. Se recomienda realizar estudios de inmunohistoquimica con marcadores que permitan
identificar si las NEMs analizadas durante los registros electrofisiol6gicos son de la via
directa o la indirecta.

4. Evaluar el efecto en la transmisién glutamatérgica de la via corticoestriatal con la
aplicacion simultinea de antagonistas de los receptores A1y A2A.

5. Evaluar el efecto de la cafeina y la teofilina sobre la transmisién corticoestriatal en
ausencia y presencia de dopamina, para determinar si la modulacién presinaptica de la
liberacion de glutamato participa en sus efectos terapéuticos reportados en la
enfermedad de Parkinson.
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