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RESUMEN

La administracién cronica de L-DOPA en pacientes con Enfermedad de Parkinson
produce movimientos involuntarios anormales (discinesias) asociados a
hiperactividad de la adenilato ciclasa y aumento de la expresion de FosB y AFosB. La
administracion de drogas de abuso dopaminérgicas también aumenta la expresion de
estos genes, sugiriendo mecanismos similares mediados por ambos farmacos. En este
trabajo quisimos ver si el tratamiento crénico con anfetaminas también produce estos
cambios sobre la adenilato ciclasa en el nucleo acummbens, donde se integran los
procesos motivacionales de recompensa y las adicciones y en el estriado como un
centro de integracion sensorimotor.

Realizamos experimentos de administracion cronica de anfetamina (1 mgr/kg de
peso) en ratas de la cepa Wistar de 200-250 grs. por 5 dias, también se realiz6 un reto
farmacoldgico con la misma dosis de anfetamina tres dias después del tratamiento.
Posterior al sacrifico, estudiamos la expresion de adenilato ciclasa 5 por medio de
western blot en homogénados, también realizamos estudios de formacion de AMPc y
liberacion de GABA radioactivo, estimulando la adenilato ciclasa con forskolina 'y a
los receptores D1 con SKF23390. Encontramos incrementos significativos de la
expresion de adenilato ciclasa 5 a los 5 dias de administracion de anfetamina,
comparados con el grupo que solo recibié solucion salina. El reto farmacoldgico
mostré que la expresion aumento aun mas. De manera interesante existe una
correlacion entre los incrementos de la proteina con la formacion de AMPc
estimulada por forskolina y la liberacion de GABA estimulada con agonistas al
receptor D1 (SKF23390).

Estos datos sugieren que la administracion de anfetamina en animales normales al
igual que la L-DOPA en modelos de animales con enfermedad de Parkinson
supersensibiliza la actividad y aumenta la expresion de la adenilato ciclasa 5.
También explican por qué el uso de farmacos que activan receptores metabotropicos
que inhiben la actividad de adenilato ciclasa son dtiles para el tratamiento de

adicciones lo mismo que para la discinesia inducida por L-DOPA.
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ABSTRACT

Chronic administration of L-dopa in patients with PD produces abnormal involuntary
movements (dyskinesias) associated with hyperactivity of adenylate adeninlil and
increased expression of FosB and AFosB. Administration of dopaminergic drug abuse
also increases the expression of these genes, suggesting similar mechanisms mediated
by both drugs. In this paper we wanted to see if chronic amphetamine treatment also
produces these changes on adenylyl cyclase in acummbens nucleus, where the
motivational reward processes and addiction are integrated and striatum sensorimotor
integration center.

We conducted experiments chronic administration of amphetamine (1 mg / kg) in rats
Wistar 200-250 g. for 5 days, a pharmacological challenge with the same dose of
amphetamine three days after treatment. After the sacrifice, we studied the expression
of adenylyl cyclase 5 by western blot in homogenates, we also perform studies of
cAMP formation and release of radioactive GABA, stimulating adenylyl cyclase with
forskolin and D1 receptors with SKF23390. We found significant increases in the
expression of adenylate cyclase 5 to 5 days of administration of amphetamine,
compared with the group that received only saline. Pharmacological challenge
showed that further increase expression. Interestingly a correlation between the
protein increases with the formation of forskolin-stimulated cAMP and GABA
release stimulated with the D1 receptor agonists (SKF23390).

These data suggest that administration of amphetamine in normal animals as well as
the L-DOPA in animal models of disease Parkinon supersensibiliza activity and
increases the expression of adenylyl cyclase 5 also explain why the use of drugs that
activate receptors metabotropic inhibiting adenylyl cyclase activity are useful for the
treatment of addiction as well as for dyskinesia induced by L-DOPA.
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ABREVIATURAS
6-OHDA 6-Hidroxidopamina
AADC Descarboxilasa de aminoécidos arométicos
AC Adenilato cilasa
AMPCc Adenosin 3,5-monofosfato
AMPH Anfetamina
ATP Adenosin Trifosfato
CaM Calmodulina
CTX Toxina del cllera
EP Enfermedad de Parkinson
FDFM Discinesa familiar con mioquimia facial
FSK Forskolina
GABA Acido y-aminobutirico
HCL Acido Clorhidrico
hPAH Fenilananina hidroxilasa
L-DOPA 3,4-dihidroxifenil-L-alanina
MNS Neuronas espinosas medianas
NAcc Nucleo accumbens
PKA Proteina cinasa A
PKC Proteina cinasa C
PTX Toxina pertussis
SsAC Adenilato ciclasa soluble
SN Sustancia negra
SNr Sustancia negra pars reticulata
TCA Acido tricloroacético
TH Tirosina hidroxilasa
AADC Descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
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INTRODUCCION
CAPITULO 1: SISTEMA DOPAMINERGICO

La Dopamina es un neuromodulador catecolaminérgico predominante en los
mamiferos, donde controla una variedad de funciones. Cuatro estructuras anatomicas
en el cerebro de los mamiferos que contienen grupos celulares y proveen inervacion
dopaminérgica han sido identificadas; la via nigroestriatal y los sistemas
mesocortical, mesolimbico y tuberoinfundibular que se originan del area A9
(nigroestriatal), A10 (mesolimbico y mesocortical) y A8 (tuberoinfundibular)
respectivamente (Anden et al., 1964). Estas neuronas son criticas en diversas
funciones del sistema nervioso central, incluyendo el movimiento voluntario, la
alimentacidn, el afecto, la recompensa, la memoria de trabajo y el aprendizaje entre
otros. Varios desordenes en el SNC han sido relacionados con la disfuncion y
desregulacién dopaminérgica. La mas comun es la enfermedad de Parkinson (EP),
que se origina por la pérdida de inervacion dopaminérgica hacia el nucleo estriado;
la esquizofrenia por desregulacion dopaminérgica mesolimbica y otras enfermedades
como el déficit de atencion por hiperactividad (TDAH) y el sindrome de Tourette.
Otros fendmenos de plasticidad anormal de los mecanismos de recompensa que ha
sido asociado por el abuso de drogas y la adiccion sugiere fuertemente que la
Dopamina juega un papel importante en estas condiciones patoldgicas (Beaulieu y
Gainetdinov, 2011).

Sintesis y liberacion de Dopamina

El aminoacido tirosina generalmente es considerado como el punto de partida en la
biosintesis de Dopamina y éste es abundante en las proteinas de la dieta. Ademas, la
fenilalanina puede ser convertida en tirosina por la fenilananina hidroxilasa (hPAH)
en el higado y también en la neuronas dopaminérgicas por la tirosina hidroxilasa
(TH).
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Una vez ingerida, la tirosina es transportada desde liquido extracelular hacia el
interior de las neuronas dopaminérgicas por los transportadores de alta y baja afinidad
de aminoécidos para ser convertido en dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por
hidroxilacion en la posicion 3 del ndcleo catecol, impulsado por la enzima TH
citosolica conocida, también, como la enzima limitante en la biosintesis de
Dopamina. Posteriormente, la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC)
procede a la conversion L-DOPA a Dopamina (Fig. 1) (Elsworth y Roth; 1997) para
que, finalmente, este neuromodulador sea transportado desde el citoplasma a las
vesiculas sinapticas por el transportador vesicular de monoaminas (VMAT) sensible a
reserpina. Aqui la concentracion de Dopamina es de aproximadamente 0,1 M (de 10-
a 1000 veces més alto que el nivel en el citosol).

La llegada de un potencial de accidn a la terminal sinaptica conducira a un cambio en
el potencial de membrana celular que es responsable de la apertura de canales de Ca?*
dependientes de voltaje perimitiendo asi la afluencia de iones de calcio que es clave
en la fusion de las vesiculas con la membrana neuronal. Mediante el proceso de
exocitosis, las vesiculas descargan su contenido soluble en la sinapsis (Beaulieu y
Gainetdinov, 2011; Daubner et al., 2010).

NH,
Hy /
¢ "C\'_" - Fenilalanina Hidroxilasa
fc:o \
Fenilalanina _0 —
HO /

NH,

\ H /

— C{
Tirosina Hidroxilasa — o
/ Tirosina 0

H,
c CH
= \ Descarboxilasa de acidos aromaticos

HO DOPA 0 /
C CH;

‘xn_

-

HO Dopamina

Figura 1: Sintesis de Dopamina a partir de la DOPA con ayuda de la enzima Dopamina-p-

hidroxilasa.
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Receptores a dopamina y seializacion

Una vez liberado de las terminales, la Dopamina se difunde al espacio sinaptico y
activa a miembros de una gran familia de receptores dopaminérgicos de siete
dominios transmembranales que son capaces de activar a las proteinas G
heterotriméricas (GPCR’s) para inducir mecanismos de sefializacion intracelular (Fig
2).

N

Carbohidrato
N-terminal
=] ‘%%“%QW ‘
< . E £ 1 E __,_...—Grupopalnuton
a-hél( o
C-terminal

Tercer asa intracelular

Figure 2: Representacion esquematica de un receptor dopaminérgico acoplado a proteina G.
El diagrama muestra la disposicién de los siete dominios transmembranales alfa-hélices y sus

bucles asociados.

En sus dominios transmembranales los receptores D1 y D5 son 79% idénticos entre
si, pero son s6lo 40-45% idénticos con respecto a los receptores D2, D3 y D4, la

primera indicacion de que los cinco receptores pueden ser divididos en subfamilias.

La subfamilia de receptores D1 (D1 like) estan conformados por D1y D5 y son
acoplados a proteinas Gas/oir que estimulan a la proteina efectora adenilato cilasa (AC)
provocando asi la produccién de AMPc y una mayor actividad de PKA, con ello la
fosforilacion de varios blancos intracelulares tales como la fosfoproteina de funcion

dual regulada por dopamina (DARPP- 32) un potente inhibidor de la proteina

11
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fosfatasa (PP1); mientras que la subfamilia de receptores D2 conformados por los
receptores D2, D3 y D4 estan acoplados a proteinas Gais € inhiben la produccion de
AMPc disminuyendo la actividad de PKA como se muestra en la Figura 3 (Nave et
al., 1999).

Dopamina Dopamina

Eol By

cAMP

Figure 3: Regulacién de la Adenilil ciclasa por los receptores D1y D2. El diagrama muestra
los efectos de la dopamina para inhibir o estimular la adenilil ciclasa (AC) via receptor D1y

proteina Gas o receptor D2 y proteina Goi/ o respectivemente.

Expresion de Receptores Dopaminérgicos

En el cerebro, los receptores D1 son el receptor dopaminérgico que mas se expresa.
EI ARNm se encuentra en gran densidad en las areas nigroestriatal, mesolimbico y
mesocorticales, como el caudado-putamen (cuerpo estriado), nucleo accumbens
(NAcc), sustancia negra (SN), bulbo olfativo. Los niveles mas altos de receptores de
Dopamina D2, son encontrados en el cuerpo estriado, el NAc, tubérculo olfatorio.
Los receptores D2 también estan expresados en niveles significativos en la SN, el
area ventral tegmental, hipotalamo, las areas corticales, amigdala e hipocampo
(Missale et al., 1998).

Se han identificado niveles de segregacion de los receptores dopaminergicos D1y

D2 contenidos en las neuronas espinosas medianas (MNS) en el cuerpo estriado vy el

12
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NAc (Valjent et al., 2009). Estos estudios han demostrado de forma convincente que
en las MSN se pueden separar claramente en dos principales subgrupos que se
definen por sus sitios de proyeccion y por las proteinas que se expresan. En
particular, las MSN que proyectan al globo palido medial y la sustancia negra pars
reticulata (SNr) que incluye un via estriatonigral expresa selectivamente el receptor
de Dopamina D1. Otro grupo de MSN que se proyectan hacia el globo palido lateral y
selectivamente expresan los receptores a Dopamina D2 forma la via striatopallidal
indirecta (Bateup et al., 2010).

Muchas de las funciones vitales ademas dependen de la activacién de los receptores
de Dopamina del cerebro. Los receptores D1, D2, y, en menor medida, los receptores
D3 estan criticamente involucradas en los mecanismos de recompensa. Madltiples
estudios han demostrado que las aproximaciones farmacoldgicas y genéticas que
alteran la funcion del receptor de Dopamina resultan de una modulacion significativa
de las respuestas a las recompensas naturales y adictivas. Por lo tanto, los receptores
de Dopamina permanecen de importancia, tema de interés en la investigacion de la

drogadiccion.

Farmacologia
DI1R

Los subtipos de receptores de dopamina exhiben diferentes propiedades en términos
de sus perfiles farmacoldgicos, lugares y mecanismos de accion. Numerosos estudios
se han centrado en anormalidades de la biologia del receptor dopaminérgico como
una de las causas subyacentes de los trastornos mentales y otras enfermedades.
Entender el papel de los receptores dopaminérgicos en estas enfermedades ha
iniciado con el desarrollo de técnicas de union ligando receptor y al desarrollo de

agonistas farmacoldgicos como agentes terapéuticos (Seeman y Van Tol, 1994).

Tanto los receptores D1 como los D5 muestran propiedades farmacoldgicas
similares, es decir, tienen alta afinidad por los ligandos de la familia de
benzazepinas, tales como el SKF 83566, SKF 38393, SKF77434, SKF82958,
SKF83959, SKF82957 y SKF81297 el agonista mas selectivo para los receptores D1.

13
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Otro grupo de agonistas son estructuralmente rigidos que incluyen la apomorfina,
dihidrexina, dinapsolina, y dinoxilina. Estos compuestos tienen sistemas de anillos
fusionados, restringida movilidad conformacional y sin ninguna enlace de rotacion.
Por ultimo los isocromanos que incluyen el A68930 y A77633. Los antagonistas son
SCH 2339 y el Butaclamol (Maggio R y Millan M; 2010, Zhang B et al; 2014).

D2R

En relacién a los receptores de la familia del tipo D2, la magnitud en la potencia de
sus agonistas y antagonistas no esta claro ain debido a su gran similitud entre ellos.
Por ejemplo Bromocriptina es un agonistas con dos ordenes de magnitud mas para el
D2R y D3R que para el D4R, por otra parte 7-OH-DPAT es 10 veces mas potente
para los D3R que en los D2R. En el caso de los antagonistas Clozapina es
aproximadamente un 6rden de magnitud mas potente a los D4R que para los D2R y
D3R; Clorpromazina y racloprida son menos potentes para los D4R que para los D2R
y D3R (Seeman y Van Tol, 1994).

14
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CAPITULO 2: ADENILATO CICLASA

Funcion

Las ACs de mamifero son una extensa familia de enzimas codificadas por nueve
genes independientes (AC1-AC9) y los diferentes subtipos estan limitados a
expresarse solo en ciertos tejidos, estas enzimas son responsables de la conversion de
Adenosin Trifosfato (ATP) a Adenosin 3,5-monofosfato (AMPc), un segundo
mensajero que media diferentes respuestas celulares a través de la activacion de
proteinas dependientes del AMPc, por ejemplo, responden a proteinas Gus Y a
Forskolina (FSK), sin embargo, las diferentes isoformas pueden recibir sefiales de
una gran variedad de moléculas, incluyendo otras proteinas G (G y Ggy), proteinas
cinasas (PKA, PKC y Calmodulina(CaM)) fosfatasas (Calcineurina), Calcio, y
Ca?*/CaM regulando las diferentes vias de sefializacion (Tesmer JIC et al., 1997;
Hanoune y Defer, 2001) (Tabla 1). Las ACs pueden ser reguladas por moléculas
pequefias como la FSK que es un compuesto diterpeno aislado de plantas que puede
estimular a las ACs transmembranales y que ha servido para explicar de manera
especifica el mecanismo por el cual se une su ligando endoégeno (ATP) a su sitio
catalitico, se ha sugerido que FSK activa a las ACs por la induccion de la

dimerizacion de los C-Terminales de la proteina (Kamenetsky et al., 2006).

IsoformasAC  Gge Ggi Ggy FSK Calcio Proteinas Cinasas
ACl1 4 l CaMo | 4 4 (CaM) 4 PKC débil
FSK 1 (CaM 1 (CaM
kinase IV) cinasaIV)
|l 1 @KO)
por G
AC3 4 i 4 4 (CaM) 4 (PKC)
(in vitro) débil
| (CaM cinasall) | (CaM cinasall)
AC4 1 T A MPKC)
ACS 1T 1 1 (Bly2) ¢ 1 (<1 uM) | (PKA)
4 (PKCa/)
AC6 4 l 1 (Bly2) 4 1 (<1 uM) 1 (PKA, PKC)
ACT 1 i 0 + (PKC)
ACS 1 1 (Ca?t) ) 1+ (CaM) — (PKC)
AC9 4 l 4 débil | Calcineurina
sAC — — Ly

Tabla 1: Propiedades Regulatorias de las ACs de mamiferos.
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El mecanismo por el cual la AC lleva la conversion de ATP a AMPCc es a través de la
desprotonaciéon del ATP por un ataque nucleofilico del 3"-hidroxil de ATP y la
estabilizacion de un o-fosfato en el estado de transicién (Abierto-Cerrado),
incrementando la carga negativa del grupo pirofosfato residual. Los fosfatos del ATP
se reconocen a si mismos en el bucle de union a fosfato de tal manera que permita
que los amino&cidos como Asn-1007, Arg-1011, Lys-1047 y Asp 354 participen en el
proceso de catélisis. A través de estudios cinéticos se ha demostrado que el AMPc es
liberado més rapidamente que el segundo grupo formado, el pirofosfato, por lo cual la
enzima adopta su conformacion “abierta” después de liberar al segundo mensajero
para permitir la unién de otra molécula de ATP y continuar el proceso (Dessauer et
al., 1999; Kuznetsova, 2002).

La actividad de AC es alterada por numerosos agentes de interés fisioldgico y/o
bioquimico, estos incluyen agentes que actlan de manera indirecta, por efecto en
receptores a hormonas, en Gy (toxina del colera (CTX)), en Gq (toxina pertussis
(PTX)) o de manera directa a la enzima. Todas las ACs son inhibidas por oxidantes y
protegidas por tioles. Los inhibidores de AC permeables a las células que mas se han
caracterizado son los nucledsidos, efectivos en un rango de uM y los pre-nucledtidos,

que funcionan como prodrogas, con una ICsp en rangos de nM (Ahuja et al, 2004).

Estructura

Las isoformas de la AC son proteinas de aproximadamente 120-140 kDa que poseen
una estructura secundaria muy comun: comprenden de un N-terminal intracelular y
dos grupos de seis dominios transmembranales (M1 y M2) cada uno separados por
una asa citoplasmatica, denominado dominio C1 y dominio C2 que contienen una
region de 200 aminoacidos aproximadamente con una homologia del 40%, la AC
heterodimérica consiste de dos subunidades (o y B); la subunidad a que incluye
M1/C1 mientras que la subunidad B que incluye a las regiones M2 y C2 (Tesmer,
1997; Kuznetsova, 2002; Sadana, 2009). Se ha determinado a través de cristalografia
que las asociaciones de estos dos dominios juegan un papel muy importante para la

formacion del ndcleo catalitico (Cooper, 2005) (Figura 4). El sitio de union a ATP en
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la AC es relevante en la region del sitio P, ya que se ha mostrado que Lys-923 y Asp-
1000 de C2 interactia directamente con N1 y N6 del anillo de ATP adenina, mientras
que GIn-417 de C1 participa en la orientacion de Lys-923. AC también tiene un sitio
de union a dos iones de Mg?* un i6n actGia como un in libre cinéticamente, mientras
que el otro es unido a ATP, que es similar para las enzimas de la familia de DNA
polimerasas (Kuznetsova, 2002).

El disefio, forma y funcion de AC es claramente visto a través de cristales del
complejo C1,-C2-Gus-FSK. Los dominios Cls y C2 tienen estructuras terciariamente
idénticas a pesar de que estas estructuras fueron formadas del C1 de la AC5y C2 de
la AC2 (Tesmer et al., 1999). En relacion a la homologia los miembros del grupo I1'y

Il son méas cercanos mientras que el grupo | es el mas distantemente relacionado.

Figura 4: Estructura terciaria de la Adenilato Ciclasa. Las interacciones entre M1 y M2
pueden compensar la débil afinidad de los dominios cataliticos C1 y C2 que son importantes

para la formacién del sitio de unién a ATP (Cooper, 2003).
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Clasificacion y Localizacion

Las ACs transmembranasles son clasificadas dentro de cuatro categorias diferentes de
acuerdo a sus propiedades regulatorias. EI grupo | se conforma por la isoforma AC1,
AC3 y AC8 que son estimuladas por Ca?* localizadas en érganos olfatorios, cerebro,
tejido graso, masculo liso y otros tejidos periféricos; el grupo Il compuesto por AC2,
AC4 y ACT estimuladas por Gg, y se encuentran en el musculo esquelético, corazon,
rifidn, cerebro y pulmon; el grupo 111 que tienen a las isoformas AC5 y AC6 inhibidas
por Ca?* y por G , se localizan principalmente el corazon, cerebro, rifion, higado y
pulmén; por altimo el grupo IV que se conforma por AC9 que es insensible a la FSK
presente en el cerebro y musculo esquelético, sin embargo, también se ha
caracterizado la isoforma soluble (SAC) en los testiculos (Hanoune y Defer, 2001;
Sadana, 2009) (Figura 5).

AC91 Grupo IV

—— ACT7 7
Grupo ll

AC8 | Grupol

Grupo lll

Figura 5: Clasificacion de las Adenilato Ciclasas. El grado de homologia entre las diferentes

isoformas se limita entre un 48-53% (Kuznetsova, 2002).

Debido a la minima expresion de AC (0.01-0.001% de proteina de membrana) y los

anticuerpos pobres disponibles, la mayor parte de la informacién sobre la distribucion
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tisular de la enzima se basan en las técnicas de PCR y Northern blot (Sunahara et al.,
1996, Sadana, 2009).

Adenilato Ciclasa 5

El cerebro, como se describid anteriormente, expresa nueve isoformas de las 10 que
existen (AC1-AC9). La isoforma AC5 fue clonada independientemente por tres
grupos, de corazon de perro, higado y estriado de rata; especificamente es inhibida
bifasicamente por Ca?* con una Ki de <0.4 pM para una “alta afinidad” y una Ki de
<100 pM para una “baja afinidad”, a concentraciones uM la inhibicién de Ca®* no es
exclusiva del pirofosfato, un inhibidor no competitivo con respecto al ATP pero a
concentraciones > 100 uM la inhibicién parece Ser exclusiva con respecto al
pirofosfato, también se ha observado que este grupo es inhibido. Por otro lado AC5 es
estimulado por la proteina cinasa C (PKC) e inhibida por la fosforilacion de la
proteina cinasa A (PKA), como se menciond anteriormente, esta isoforma se expresa
en la periferia pero principalmente en el cerebro como es el estriado, sin embargo, por
hibridacién in situ en el cerebro de rata se demostrd que también se expresa
mayoritariamente en el NAc y tubérculo olfatorio y en menor proporcion en los
Islotes de Callejas, por lo que sorprendentemente su distribucion es limitada a
regiones inervadas por la DA (Robinson y Caron, 1997; Ying-Zhang Chen, et al.,
2012).
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CAPITULO 3: LA AC5 EN LA FUNCION DOPAMINERGICA

Como se mencion0 anteriormente la clasificacion de los receptores a DA se basa en la
actividad que tienen sobre la AC mostrando un papel importante tanto en el estriado
como en el NAcc. El estriado es considerado como un centro de integracion
sensorimotor dentro de los ganglios basales que recibe entradas excitatorias de todas
las regiones de la corteza que convergen con sefiales dopaminérgicas extensivas,
tanto de receptores del tipo D1 como del tipo D2, por lo que una actividad concertada
y balanceada de estas dos sefiales dopaminérgicas regula las funciones motoras
estriatales (Iwamoto, et al., 2003); por otro lado el NAcc es considerado uno de los
ndcleos principales involucrados en el efecto del reforzamiento de drogas de abuso y
en el desarrollo del sindrome de abstinencia (Avidor-Reiss, et al., 1996), ademas se
ha visto de manera importante que envia proyecciones dopaminérgicas hacia la SNr,
nicleo de salida de los Ganglios Basales, que promueve el movimiento por un
incremento en la liberacion de GABA.

En los ultimos afios se ha visto la participacion de los receptores a DA en el
mecanismo de adiccion a drogas relacionado con AC, debido a que se expresan de
manera mas abundante en la via mesolimbica que en otras vias dopaminérgicas. A
pesar de que el receptor D2 y D3 comparten un alto grado de homologia, se mostrd
que agonistas parciales para D3 como el 0OS-3-106 y WW-I11-55 redujeron la auto-
administracion de drogas como la cocaina y aunado a esto dichos agonistas también
redujeron la actividad motora contribuyendo en parte a la reduccién de esta respuesta
operante, por lo que se sugiere que el D3 puede jugar un rol esencial en la motivacion
de la busqueda de droga mientras que el reforzamiento podria requerir la activacion
concurrente de tanto de los receptores D2 como los D3 (Cheung et al., 2013).

Con estudios recientes se ha hipotetizado la participacion de isoformas especificas de
AC, como son la AC1 y AC8 en eventos neuroplasticos y asociados a una regulacion
de DA en el estriado dorsal y ventral en patologias como la adiccion a drogas. Bosse
y colaboradores en el 2015 mostraron que la via AMPc/PKA regula la sensibilizacion
de metanfetamina a través de la estimulacion de la AC1 y 8; en ratones Knockout de

estas isoformas mostraron una respuesta aguda locomotora comparada con los ratones
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silvestres y tuvieron una marcada atenuacién en el desarrollo y expresiéon en la
conducta de sensibilizacion inducida por 5mg/kg de metanfetamina en la via
nigroestriatal; sugiriendo que esta modulacion de la sensibilizacion se deba a la
regulacion de la liberacion de DA y a través de los mecanismos de sefializacion del
calcio inducidos por la activacién de la AC.

Cumbay en el 2001 report6 que tanto la activacion del receptor D2 largo y corto
(D2L-D2S) resultd en un marcado grado de sensibilizacion de AC1, AC2, AC5 y
AC9 pero no de la AC8, caracterizando que la sensibilizacion en especifico de la AC5
fue por un aumento en la acumulacién de AMPc después de la estimulacion por 100
uM de FSK; este hallazgo ya habia sido mostrado en 1999 por Zimmermann Yy
colaboradores al utilizar una mutante de AC5, el F400Y, aumentando la actividad de
la enzima en ausencia de algin farmaco para su activacion.

En los dltimos afios se ha llevado a cabo un gran numero de estudios en el estriado
sobre la funcionalidad de la AC en la transmisién dopaminérgica, ya que se ha
observado que posee un papel central en la activacion de los receptores
dopaminérgicos, especialmente la AC5, mostrando una relaciéon con la aparicion de
hiposcinesias (menor movilidad del cuerpo) con una disminucién en su actividad y
expresion debida a mutaciones por ejemplo, y de una manera contraria a la
generacion de hiperscinesias (mayor movilidad del cuerpo) cuando la enzima esta
sobreactivada y sobreexpresada.

En el 2003 Iwamoto y colaboradores demostraron que una disrupcion genética de
AC5 conduce a una pérdida de la actividad de dicha enzima en el estriado (>80%)
estimulada con agonistas dopaminérgicos D1 comparado con la corteza cerebral
(<27%) y el cerebelo (40%) mostrando solamente el 10% de actividad de AC
estimulada por los receptores D1 y el 16% por los receptores a Adenosina A2A,
acompariado de un decremento en la expresion de los receptores D1y Gs, mostrando
también que la inhibicién mediada por agonistas para los receptores D2 fue abolida
de manera muy especifica en el estriado, provocando un pequefio incremento en la
expresion de otras isoformas, sin embargo, ratones knockout de AC5 exhibieron una

disfuncion motora similar el parkinsonismo, por ejemplo, una coordinacién anormal y
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bradiscinesias detectadas por el rotarod y evaluadas por medio de cuentas verticales y
un menor grado de dafio locomotor fue detectado por la prueba de laberinto en T.

La coordinacion motora puede ser restaurada por una estimulacién de los receptores
D2, mientras que las bradiscinesias son restauradas en gran parte ya sea por la
actividad residual de AC en el estriado por estimulacion de los receptores D1 o D2.
AC5 provee un sitio de convergencia para las sefiales dopaminérgicas de los
receptores D1 y D2 y la inhibicion de esta enzima por G, €s una propiedad
regulatoria crucial para el control motor dependiente de AMPc (Sadana, 2009).

Afos mas tarde, en 2012 y 2014, Ying-Zhang Chen y colaboradores observaron por
medio de una secuenciacion del exoma de AC5 de individuos con discinesa familiar
con mioquimia facial (FDFM), un desorden dominante autosomal que es exacerbado
por la ansiedad, una mutacion en el residuo A726 que es conservado en todas las
especies (sustitucién de una Treonina polar por una Alanina no polar pequefia),
provocando una ganancia de funcién, sugiriendo que dicha enzima pudiera ser un
candidato para desarrollar esta enfermedad hereditaria con sintomas y caracteristicas
fisiolégicas muy similares al Parkinsonismo; esta hipotesis fue basada en el fenotipo
de un raton deficiente de AC5 utilizado por Iwamoto.

Por otro lado, Rangel y colaboradores en el 2011 mostraron la relacion que existe
entre el desarrollo de discinesias y los cambios en la liberacion de [*H]-GABA asi
como la formacion de AMPc en terminales tanto del estriado como de la sustancia
nigra reticulada de ratas lesionadas con 6-OHDA y después de un tratamiento cronico
con L-DOPA (3,4-dihidroxifenil-L-alanina), los experimentos indicaron que un
incremento en la expresion de la AC5 es el mayor determinante del incremento de la
produccion de [*H]-AMPc estimulada por FSK y el incremento de la transmision
GABAérgica en la SNr de animales con discinesias severas al estimular a los
receptores D1 con su agonista selectivo SKF, ya que a menores concentraciones de
NKY (inhibidor selectivo de AC5) se mostré una menor acumulacion de AMPc y una
menor liberacion de GABA, indicando la sensibilizacion de la enzima.

La isoforma 5 de la AC también esta involucrada en el enlace del aprendizaje y la
plasticidad sinaptica estriatal, en un raton con la pérdida de funcion de esta enzima se

exhibié una deficiencia en la induccion de LTD (depresion a largo plazo) por
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estimulaciones fisiologicas que aparecen como resultado de la pérdida de modulacion
de los receptores D2 necesarios para la induccion, ademas la aplicacion postsinaptica
intracelular de AMPc dentro de las neuronas espinosas medianas promovio la
induccion de LTD durante la estimulacion a altas frecuencias en ratones normales
pero no en los ratones knockout de AC5, mostrando una deficiencia de aprendizaje
evaluado por el método de Pavlov; sugiriendo que el rol de AC5 en el aprendizaje
probablemente involucra todas las regiones estriatales, como el impedimento en la
habilidad y la respuesta al aprendizaje involucra al estriado dorsal, mientras que el
condicionamiento Pavloviano esta involucrado el NAcc, otro nucleo donde AC5 se
expresa preferentemente. Ademas recientemente se ha visto que alteraciones en la
plasticidad neuronal del estriado contribuye a los sintomas motores de la enfermedad
de Parkinson (Lovinger, 2010; Augustin et al., 2014).

Una exposicion repetida a drogas psicoestimulantes genera una actividad
condicionada y una conducta relacionada a la ansiedad generando sensibilizacion,
uno de los mecanismos moleculares que se asocian a este fendbmeno es la
participacion de la AC5 mediada por los receptores D1, Kim y colaboradores en el
2008 demostraron que ratones knockout de AC5 disminuyeron de manera
considerable la conducta de ansiedad, ain mas al administrar el antagonista
SCH23309 y aumentd por el agonista a receptores D1, DHX, cuando midieron rio
abajo los mecanismos moleculares, encontraron que la induccién de c-fos estimulada
por DHX disminuyd en el estriado dorso-lateral pero fue incrementada en el estriado
dorso-medial y en el NAc, sugiriendo un rol esencial de la AC5 en este nicleo para
mantener los niveles normales de ansiedad.

No sélo la AC5 es una isoforma fisiol6gicamente acoplada a receptores D1 en la
respuesta a drogas antipsicéticas sino que se ha visto que AC5 y D2 también
participan en esta patologia; Lee y colaboradores en el 2002 mostrd con ratones
Knockout de AC5 que la administracion de antagonistas del receptor D2, haloperidol
y sulpiride, no produjeron los efectos neurolépticos tipicos como sucede con un raton
con la AC5 funcional, sugiriendo que esta isoforma es necesaria para las acciones

neurolépticas de estas drogas antipsicoticas y aunque no se conoce mucho sobre este
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dafio en el sistema D2-Gx-AC, se piensa es producido indirectamente por una
reduccion de la expresion de Go.

La participacion de AC5 en el abuso de drogas también se ha relacionado a otros
tipos de receptores como lo son los | a opioides, provocando una superactivacion de
esta enzima; en células COS-7 cotransfectadas con cDNAs de ACS5 y receptores p a
opioides se observé que una exposicion aguda a opioides inhibid la actividad de la
AC, mientras que una exposicion prolongada a morfina o encefalina (agonistas de )
condujeron a una superactivacion reversible de la AC dependiente del tiempo, y esta
superactivacion fue prevenida por PTX (Avidor, et al., 1996); recientes evidencias
sugieren que un activador de la sefializacion de proteinas G (AGS3) esta implicado en
este fendbmeno, Fan y colaboradores en el 2009 observaron que la sobre-regulacién de
AGS3 es por una superactivacion de AMPc debida a la estimulacién de la AC5 y
AC7 especificamente, tanto en el nicleo accumbens como en el estriado de ratas
después de un periodo de abstinencia de morfina; y en el 2011 Xie y colaboradores
establecieron que la actividad basal, la sensibilizacién y la cinética temporal de AC5
se debe especificamente en el complejo RGS9-2/GB5, un complejo que regula tanto
la inhibicibn como la estimulacion de GPCRs implicados directamente en la

sefializacién de AMPc en el estriado.
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ANTECEDENTES INMEDIATOS

De manera muy interesante se han observado que los fendmenos conductuales y
mecanismos moleculares implicados en el priming de L-DOPA y Anfetamina
(AMPH) son muy similares, como la via de sefializacion del receptor D1. Un
piriming es considerado como el incremento de una respuesta a una misma dosis del
farmaco en administraciones constantes.

La EP es un desorden neurodegenerativo causado por la degeneracién de neuronas
dopaminérgicas de la Sustancia Nigra reticulada que proyectan hacia el estriado. L-
DOPA es el farmaco de excelencia para tratar este padecimiento, sin embargo,
después de una administracion prolongada sus efectos terapéuticos disminuyen y
genera la aparicion de movimientos involuntarios anormales, mejor conocidos como
discinesias (Murer, 2011).

Rangel-Barajas en 2011, observo que las ratas lesionadas con 6-OHDA después de un
tratamiento de 21 dias con L-DOPA, incrementaron su actividad motora en
comparacion con las que solo tuvieron la simple lesién dopaminérgica; este aumento
de actividad se observd a través de giros contralaterales, incrementandose a lo largo
del tratamiento, desenmascarando el efecto del priming de la L-DOPA. Este aumento
en la locomocion se vio correlacionado con un incremento en el desarrollo de
discinesias a partir del segundo dia de tratamiento, acompafiado por un incremento en
la liberacion de [*H]-GABA estimulada por la activacion del receptor D1 con su
agonista SKF81297, siendo responsable de esta respuesta el incremento en la
expresion y actividad de la AC5 en el estriado y en la sustancia nigra reticulada, ya
que, al evaluar la liberacion del mismo neurotransmisor y la actividad de la enzima
por medio de la acumulacién de AMPc estimulada por FSK, se observo que ambas
respuestas fueron disminuidas mediante el uso del inhibidor selectivo de AC5 (NKY),
comparado con las ratas no lesionadas 0 moderadamente discinéticas, mostrando la
sensibilidad de los D1y de la propia AC5.

Diferentes estudios han mostrado que el incremento de actividad motora y el
desarrollo de discinesias también se genera con el priming de AMPH como lo mostro

Robertson y Becker en 1987, donde se ve el incremento de la locomocion con un
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tratamiento de siete dias con 2mg/kg de AMPH y también el aumento considerable de
las estereotipias muy similares a las generadas por la L-DOPA; sin embargo, no
solamente se ha evaluado la actividad motora sino también aspectos moleculares
como es la expresion de factores de transcripcion como AFosB bajo un tratamiento
cronico para estos dos farmacos, mostrando una similitud mas en el priming.

Keber y colaboradores en el 2015 exhibieron que bajo un tratamiento crénico con L-
DOPA se incrementaba considerablemente el nimero de celulas positivas para
AFosB en el estriado de ratas severamente discinéticas comparadas con las
moderadamente discinéticas o las tratadas con solucion salina; por otro lado, Rhental
y su grupo de trabajo en el 2008 mostré que en ratas tratadas con AMPH se
incremento la expresion del RNAm de c-fos y por consiguiente hubo un incremento
también en la expresion de AFosB, pero este incremento fue aun mas notorio después
de cinco dias de abstinencia, por lo que se sugiere que hay genes con expresion
temprana que rapidamente son inducidos tanto por L-DOPA o por AMPH que tienen
como punto final el incremento de DA en el espacio sinaptico, L-DOPA por su
conversion a DA en las neuronas remanentes o serotoninérgicas y la AMPH por una
inversion del transportador a DA (DAT) presinaptico evitando la recaptura de este
neurotransmisor que posteriormente activara a los receptores a DA postsinapticos
como el D1 incrementando su via de sefializacion.

Debido a que no existen reportes de la participacion de AC5 en la adiccion a drogas y
al ser la mayor responsable del desarrollo de discinesias, el incremento en la
liberacion de [*H]-GABA y en la acumulacion de AMPc por modificaciones en su
expresion y funcion bajo un tratamiento cronico con L-DOPA tanto en el estriado y la
Sustancia Nigra reticulada, se pretende estudiar a la AC5 ahora bajo un tratamiento

crénico con AMPH para poder promoverla como un blanco terapéutico.
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HIPOTESIS

El tratamiento con anfetamina aumenta la expresion y la respuesta funcional de la

Adenilato Ciclasa V en el estriado.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion y funcién de la Adenilato Ciclasa en animales tratados

crénicamente con anfetamina en el estriado.

OBJETIVOS PARTICULARES

1 Estudiar la expresion de la Adenilato Ciclasa V en el Nucleo Accumbens y
neoestriado de ratas tratadas con Anfetamina por medio de Western Blot.

i Evaluar la actividad de la Adenilato Ciclasa V estimulada por Forskolina en el
Nucleo Accumbens y neoestriado de animales normales y tratados con
Anfetamina.

i Estudiar la activacion de la Adenilato Ciclasa V modulada por los Receptores
D1 sobre la liberaciobn de GABA en animales normales y tratados con

Anfetamina.
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MATERIAL Y METODOS

Para poder llevar a cabo los objetivos de este trabajo se usaron ratas de la cepa Wistar
de 200-230 grs de peso en condiciones de bioterio: 18-23°C, un ciclo de luz-
oscuridad de 12 hrs y alimentacion Ad libitum; se formaron cuatro grupos de cinco
ratas cada uno: Control Basal, Control Forskolina, AMPH y AMPH+Reto; a los
grupos control se les aplico solucion salina al 0.9% intraperitoneal mientras que los
grupos experimentales se les administr6 1 mg/kg de AMPH diluida en solucion
salina. El experimento para evaluar la actividad motora se llevo a cabo a lo largo de
11 dias (2 dias, Habituacion; 5 dias Tratamiento; 3 dias abstinencia y el ultimo dia,
reto farmacologico, el cual consiste en administrar una ultima inyeccién de AMPH al
grupo c/Reto para evaluar la sensibilidad de AC5 (Figura 6)) en cajas especializadas
de la marca “Med Asscociates Inc” durante 60 minutos inmediatamente después de
inyectar el tratamiento, tomando en cuenta los pardmetros de distancia ambulatoria,
velocidad promedio, cuentas verticales y estereotipias, después de evaluar la
actividad motora, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se
obtuvieron rebanadas del Ndcleo Accumbens Y estriado para la determinacion de
[*H]-AMPc, liberacion de [*H]-GABA y medir la expresion de la enzima por Western
blot.

D |’as

Rasfwirele )

Habituacién Abstinencia
Tratamiento con AMPH o Reto farmacolégico y
Salina sacrificio

Figura 6: Representacion esquematica de los dias de tratamiento, abstinencia y reto

farmacoldgico.
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Determinacion de [*H]-AMPc en rebanadas

Una vez que se obtuvieron las rebanadas de los tejidos de interés se estabilizaron en
una solucion Krebs-Henseleit (KH) a 37°C con burbujeo constante de O2/CO>
(95%/5%) por 30 minutos, después del periodo de estabilizacién las rebanadas se
marcaron con [*H]-Adenina (130nM) en 3ml de solucién K-H a la misma temperatura
durante 60 minutos, posterior al tiempo de activacion se distribuyeron de dos a tres
rebanadas por cada tubo, y se incubaron con Forskolina para promover la
acumulacion de AMPc en presencia de 1mM de IBMX (un inhibidor de
fosfodiesterasas) a una temperatura de 37°C. La reaccion se detuvo con 100ul de una
mezcla fria de AMPc (4.5mM), ATP (2.5mM) y TCA (30%) y se enfrié en hielo por
20 minutos. Para la separacion de [*H]-ATP y [®H]-AMPc se utilizaron columnas de
intercambio i6nico con resina Dowex 50W X-4 para la separacion de [PH]-ATP y con
Alimina neutra para la separacion de [*H]-AMPc. Las muestras se colocaron
primeramente en las columnas Dowex y una vez eluida la mezcla se adiciond
individualmente a cada columna 3 ml de agua destilada y se colecté el [*H]-ATP.
Posteriormente se colocan las columnas Dowex sobre las de Aldmina y se
adicionaron individualmente a cada columna 5 ml de agua destilada, una vez que se
eluyd la muestra se retiraron las columnas Dowex y se adicionaron 4ml de la
solucion Tris-HCI (50mM) y se colectd el [*H]-AMPc. Para la cuantificacion del
[*H]-ATP y [®H]-AMPc a cada muestra se le adicionaron 10 ml de liquido de
centelleo, se obtuvieron cuentas de radioactividad de ambas muestras de cada vial con
un contador de centelleo liquido y la formacion porcentual de [*H]-AMPc fue

calculada de la siguiente manera:

[*H]-AMPc
% [FH}-AMPc = X 100

BHJ-ATP + [*HIFAMPC
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Western Blot

Para medir la expresion de AC5, se obtuvieron homogenados de los ndcleos de
interés y se cuantifico la cantidad de proteina por el método de Bradford. Posterior a
esto se utilizaron geles de poliacrilamida al 6%, llevando a cabo la electroforesis a
120V, en seguida de la electroforesis se realizo la transferencia en membranas de
nitrocelulosa por 2 horas a 250mA. EIl bloqueo se hizo con leche Svelty al 7% con
PBS-T por dos horas y se incubd con un anticuerpo primario en una dilucién 1:1000
toda la noche a 4°C, mientras que el anticuerpo secundario se incub6 por 120 minutos
a temperatura ambiente en una dilucion 1:15000; después de la incubacién del
anticuerpo secundario se realizaron tres lavados de 7 minutos con PBS-T y se reveld

por el método autorradiografia KODAK.

Liberacién de [?H]-GABA

Los experimentos de liberacion de [°H]-GABA fueron realizados en rebanadas del
Ndcleo Accumbens de ratas tratadas con salina al 0.9%, con AMPH s/Reto y AMPH
c/Reto, estas rebanadas frescas fueron estabilizadas en solucion KH a 37°C con
burbujeo constante por 20 min. Una vez trascurrido la estabilizacion se incubaron en
una solucion fisioldgica con [*H]-GABA por 30 min en presencia del acido
aminoxiacético para evitar su degradacién, y posteriormente se les adiciond &cido
nipecotico [L0 mM] para evitar la recaptura. En seguida las rebanadas fueron
transferidas a cadmaras de perfusion acopladas a un colector de fracciones, donde se
trataron con los farmacos a estudiar (FSK, activador de la AC; SKF 38393, agonista
selectivo para receptores D1; SCH 23390, antagonista selectivo para los receptores
D1). Después de un periodo de estabilizacion y lavado de 13 min, se colectaron 4
fracciones de 4 min c/u de liberacion basal, posteriormente se aplicé un pulso
despolarizante cambiando la solucion KH normal por una de alto potasio para inducir
la liberacion de [*H]-GABA por despolarizacion de la terminal. En cada experimento
se corrieron 20 muestras, cinco para cada condicion experimental, con minimo de
cinco réplicas de cada grupo estudiado. Al término de cada experimento, las

rebanadas fueron extraidas de las camaras de perfusion y se les adicion6 1ml de HCI
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1N, con el fin de desintegrar la membrana y cuantificar la radioactividad permanente
en el tejido. Para cuantificar la radioactividad de utilizé la misma técnica para la
acumulacion de AMPc, es decir, mediante un contador de centelleo, pero los
resultados fueron obtenidos como liberacion fraccional, la cual se obtuvo de la

siguiente relacion:

F.L.=RP.F./RP.T.

Donde: F.L. es la fraccion de liberacion, calculada mediante la division de la
radioactividad presente por fraccion (R.P.F.), sobre la radioactividad remanente en el
tejido (R.P.T.). La F.L. se expreso en las graficas como el cociente de la fraccion “X”
entre la fraccion 4 (fraccion inmediata anterior al pulso de K*), esto con la finalidad

de expresar la fraccion de liberacién por arriba del valor basal en la curva.

Anadlisis Estadistico

Para determinar los cambios estadisticos de la actividad motora de las ratas se utilizo
un analisis de varianza (ANOVA) de una via con una prueba de Bonferroni. Para
comparar estadisticamente los datos obtenidos en la acumulacion de AMPc
utilizamos una ANOVA de una sola via seguida de una post-prueba de Tukey. En
relacion a los datos obtenidos en la liberacion de GABA utilizamos una prueba de
ANOVA de dos vias para comparar los diferentes grupos experimentales. La

significancia estadistica de las diferencias fue determinada al nivel del 95% (p<0.05).
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RESULTADOS

El priming con AMPH incremento la actividad motora.

Para evaluar si la administracion de AMPH gener6 cambios en la conducta de los
sujetos de estudio, ésta fue evaluada por medio de la actividad locomotora.

En la figura 7 se muestra un incremento progresivo de la actividad motora en ratas
tratadas con AMPH comparadas con el grupo al que solo se le administré solucion
salina, presentando un nivel maximo de actividad en el cuarto dia de tratamiento en
cada uno de los parametros evaluados a) Distancia ambulatoria b) Velocidad
promedio, c) Cuentas verticales y d) estereotipias, como puede observarse el dia del

reto farmacoldgico las ratas ya presentan una posible sensibilizacion de la AC5.
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Figura 7: Evaluacion de la actividad locomotora bajo el tratamiento con solucion salina y
AMPH con reto farmacol6gico en tres principales parametros a) Distancia ambulatoria b)
Velocidad promedio, ¢) cuentas verticales y d) estereotipias. * = p<0.05; ** = p<0.01 y ***
= p<0.001, la estadistica se realiz6 mediante una ANOVA de dos vias con una post prueba

de Bonferroni, n=20.
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El tratamiento cronico con AMPH incremento la Actividad de
AC5 en el NAcc.

Para explorar si el incremento de la actividad locomotora en ratas tratadas con AMPH
se debe a una sobreactividad de AC5, se midido la acumulacion de AMPc en
rebanadas de cada grupo experimental. En la figura 8 se observa que en el Nucleo
Accumbens de ratas Control-Forskolina hubo un incremento de produccion de AMPc
comparado con el grupo Control-Basal, sin embargo, la sobreactividad de la AC5 fue
muy evidente en ratas del grupo experimental con AMPH pero sobre todo en el grupo

de ratas con el reto farmacoldgico (Challenge).
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Figura 8: Produccion de AMPc en el nicleo accumbens de ratas tratadas con AMPH. La
acumulacién de AMPc se ve incrementada en ratas tratadas con AMPH comparadas con el
basal y con forskolina solamente. Con asteriscos se muestra la diferencia entre los diferentes
grupos con una p<0.001 con respecto al control. El # muestra una significancia de p<0.05 y

### una p<0.01.
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El tratamiento cronico con AMPH incremento la Expresion de
AC5 en el NAcc y en el Estriado.

Debido a que se observo un incremento en la actividad de la enzima ACS5, el siguiente
objetivo fue determinar si este efecto estaba siendo mediado por un aumento en la
expresion de dicha enzima, por medio de Western Blot. Como se muestra en la figura
9, hubo un incremento de expresion de AC5 en el ndcleo accumbens de ratas tratadas
con AMPH, con y sin periodo de abstinencia comparadas con el control, sin embargo
este incremento en la expresion se vio favorecido en ratas con AMPH y periodo de

abstinencia de tres dias més el dia del reto farmacoldgico.

El mismo resultado lo obtuvimos en el Estriado (Figura 10), en el cual se observa un
incremento en la expresion de AC5 en ratas tratadas con AMPH comparadas con el
control, pero sobre todo este incremento fue mayor en ratas que ademéas de ser
tratadas con AMPH por cinco dias tuvieron tres dias de abstinencia y el reto
farmacoldgico; Sugiriendo que la sensibilidad de la AC5 también esta presente en el
sistema dorpaminérgico mesocortical que estd implicado en el movimiento del

organismo.
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Figura 9: Expresién de AC5 en el Nucleo Accumbens. En la imagen se muestra un
incremento de expresion de la enzima en grupos con el tratamiento con AMPH, observando
un aumento de la expresion aun mas favorecido en ratas tratadas con AMPH y el reto
farmacoldgico (CH) (n=3 experimentos). *** muestran una diferencia significativa con una
p<0.001 de los diferentes grupos con respecto al control. ## muestra una diferencia
significativa de p<0.001 entre los grupos de AMPH y AMPH+ RETO.
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Figura 10: Expresion de ACS5 en el Estriado. En a se muestra el Western Blot de AC5 y se
observa un incremento de expresion de AC5 en ratas tratadas con AMPH pero ain més en
ratas con el Reto farmacoldgico al igual que en b que es la densitometria Optica de las
bandas. ** = p<0.01 y *** = p<0.001; n=3.
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AMPH incremento la liberacién de [2H]-GABA bajo
estimulacion del Receptor D1 con SKF38393.

Finalmente, para saber si en éste fendbmeno tiene alguna participacion el D1R, se
evalu la liberacion de [*H]-GABA en rebanadas del NAcc y estriado, utilizando un
agonista (SKF38393) y un antagonista (SCH23390) selectivo para este receptor.
Como se muestra en la figura 11; FSK incrementa la liberacion del neurotransmisor
en los tres grupos experimentales con relacion al control, éste incremento también se
ve favorecido por el agonista SKF, observandose una mayor liberacion en el grupo
del reto farmacologico con respecto al control y al grupo de AMPH, pero este
incremento en la liberacion de GABA se vio prevenido con el uso de SCH 23390,
antagonista selectivo para D1R, regresando a los niveles mostrados por el control
tanto en el Nucleo Accumbens como en el Estriado. Estos resultados nos sugieren que
en el grupo AMPH, pero sobre todo el AMPH + reto farmacoldgico, incrementan la

activacion de la AC5 por estimulacion de los D1R en el estriado dorsal y ventral.
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Figura 11: Liberacién de [*H]-GABA. En esta grafica se muestra el incremento de la
liberacion de GABA en los diferentes grupos experimentales utilizando SKF38393 y
SCH23390 agonista y antagonista selectivo del D1R respectivamente en el Nucleo
Accumbens (a) y en el Estriado (b) (n=3 experimentos, 5 replicas en cada condicién). ***,
### y &&&= p<0.001; &=p<0.05; ns= no significativo

Los resultados de este trabajo nos sugieren que el incremento de actividad locomotora
en ratas con el tratamiento de AMPH se debe a una superactivacion de la Adenilato
ciclasa 5 en el nacleo Accumbens y una sobre expresion de la misma enzima, sobre
todo en las ratas a las que se les administré una ultima inyeccién del psicoestimulante
(reto farmacoldgico) y que puede deberse a una supersensibilidad adquirida después

de los cinco dias de tratamiento.
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DISCUSION

Los avances en neurociencias han identificado a la adiccion como una enfermedad
cronica con un fuerte componente genético, problemas en neurodesarrollo y en el
aspecto sociocultural. La adaptacion del Sistema Nervioso a diferentes quimicos y
condiciones fisiologicas es importante para la homeostasis en los procesos del cerebro
asi como del aprendizaje y memoria apropiada a respuestas de los diferentes retos
enfrentados. Aunque los procesos como la tolerancia y dependencia a varias drogas
de abuso se han conocido durante mucho tiempo, se descubrid recientemente que
incluso una sola dosis farmacologicamente relevante de varias drogas induce la
neuroplasticidad en poblaciones neuronales seleccionadas como las neuronas
dopaminérgicas del VTA, cuyos cambios persisten mucho tiempo después de que la
droga fue eliminada.

Las drogas de abuso ejercen un efecto de reforzamiento inicial por incrementos
suprafisiologicos de dopamina, proveniente de neuronas del VTA y SNc, lo que
conlleva a una sobre activacion de neuronas encargadas tanto de procesos limbicos
(motivacionales en este caso), como procesos motores, respectivamente. La auto
administracion de drogas induce la expresion de genes, que promueven la actividad
condicionada como la busqueda de la sustancia de abuso generando un incremento en
la actividad motora. Una exposicion repetida a drogas de abuso provoca cambios
plasticos en las entradas glutamatérgicas del estriado y en neuronas dopaminérgicas
del cerebro medio, aumentando la actividad del cerebro relacionada con la ansiedad,
como fue reportado previamente por Kyoung-Shim y colaboradores en 2008, donde
la AC5 presente en NAcc se encuentra participando en procesos ansioliticos, aunado
a esto provocando también la aparicion de la sensibilidad en las vias de sefializacion
mesolimbicas. Se ha visto que ésta sensibilizacion aparece aun mas en periodos de
abstinencia, especificamente por drogas pro-dopaminérgicas como la Cocaina,

Anfetamina y Metanfetamina, que su accion final es el aumento de Dopamina en el
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espacio sinaptico por el blogueo o inversién del DAT (Korpi et al., 2015; Volcow y

Morales, 2015), activando a los receptores D1 postsinépticos.

La aparicion del “priming” con AMPH, indica que la supersensibilidad de los
receptores para dopamina se incrementa aun mas después del periodo de abstinencia
y del reto farmacoldgico, con respecto al que ya existe con el solo tratamiento y dado
que el resultado final de la accién dopaminérgica mediada por los receptores D1 es la
liberacion de GABA, decidimos estudiar esta respuesta tanto en el Nucleo
Accumbens como en el Estriado, observando un incremento en la liberacion de este
neurotransmisor en los dos ndcleos de ratas tratadas con AMPH y bajo el reto
farmacoldgico (figura 10 y 11). Como lo observo Hack y colaboradores en el 2003, el
aumento en la sefializacion de AC produce una hiperexcitabilidad en las terminales
GABAérgicas de neuronas del cerebro medio, después de un tratamiento agudo con
morfina y més aun después del periodo de abstinencia. Este incremento en la
liberacion de GABA estimulada por DPCPX fue abolida por el bloqueo de la PKA
con RP-8-CPTcAMPS, sugiriendo que la via de AC/AMPc/PKA esta modificada
bajo el tratamiento con morfina, sin embargo, por ser un agonista selectivo para los
receptores | a opioides, no contemplan alguna participacion de los receptores para
dopamina. Sin embargo, Hu y colaboradores en el 2015, vieron la participacion de
esta via de sefializacion mediante la activacion de receptores D1 en ratones tratados
con Cocaina, observando que una exposicion prolongada a esta droga generé un
aumento de actividad de la via AMPc/PKA/pCREB, sugiriendo que este fendbmeno
esta mediado predominantemente por la activacion de estos receptores.

En los resultados de nuestro trabajo observamos de primera instancia que hubo un
incremento en la actividad motora de las ratas (Figura 7), presumiblemente debido al
“priming” de AMPH. El desarrollo de la conducta y la sensibilidad por
psicoestimulantes con repetidas administraciones se ha estudiado por mucho tiempo.
Este conducta de sensibilidad se caracteriza por un aumento en la respuesta motora
debido al reto farmacoldgico con cocaina o anfetamina y se sugiere que alteraciones

en el sistema dopaminérgico mesolimbico son las responsables para iniciar y expresar
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esta conducta de sensibilidad. Por ejemplo, Tolliver y colaboradores en 1999,
demostraron que en ratas tratadas con AMPH intraperitoneal disminuyeron su
actividad motora cuando fue bloqueada la actividad de la AC con SQ 22,536,
mientras que, la sensibilizacion conductual generada con micro inyecciones de
AMPH en el VTA, fue totalmente abolida con la co-inyeccion de SQ 22,536, pero sin
tener ninguna respuesta en la actividad mediada por administracion intraperitoneal de
AMPH. Por otro lado, estos autores también mostraron que la activacién de AC por
500 ng de CTX incrementd moderadamente la actividad motora de los animales, e
indujo una robusta sensibilizacion con el reto farmacolégico de AMPH
intraperitoneal después de 10 dias de tres microinyecciones en el VTA, sugiriendo
que la via AC-AMPc es necesaria para la induccion de la sensibilizacion por la
administracion directa de AMPH en el VTA. Comparando estos resultados con los
resultados de nuestro trabajo, podemos proponer que ésta conducta de sensibilizacién
si puede estar dada por esta via se sefializacion, incluyendo que la principal
responsable es la Adenilato Ciclasa en su isoforma 5, al menos en el Nucleo

Accumbens y en el Estriado como centro integrador sensorimotor.

Se ha visto que la dopamina controla la expresion de sus propios receptores de
manera diferencial, es decir, estimula la expresion de los receptores D1 pero inhibe la
de los receptores D2 manteniendo una actividad balanceada entre ellos y como en los
ganglios basales este efecto estimulatorio de los D1 asegura el efecto final de la

dopamina en el control motor del organismo facilitando el movimiento.

Nuestros resultados mostraron que este aumento en la via de sefializacion del D1R
por AMPH en el Nucleo Accumbens y en el Estriado, también se debe a un
incremento en la actividad de la AC5. El efecto de la activacion de la AC mediado
por FSK sobre la acumulacion de AMPc es mayor en las ratas tratadas con AMPH
comparadas con las tratadas con solucion salina, interesantemente, este efecto fue aun
mas notorio en aquellas que tuvieron tres dias de abstinencia y posteriormente el reto
farmacoldgico. De manera interesante, este efecto fue similar al que observd Rangel-

Barajas y colaboradores en el 2011, que, con un tratamiento crénico con L-DOPA
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(farmaco que también incrementa la concentracion de dopamina en el espacio
sinaptico), hay un incremento en la produccion de AMPc estimulada por FSK en el
Estriado y en la Sustancia Nigra reticulata de ratas severamente discinéticas y
lesionadas simplemente con 6-OHDA, esto acompafiado ademas de un incremento
considerable en la expresién de AC5 para ambos nucleos. Nuestros resultados
concuerdan también de alguna manera con lo observado por Cortright vy
colaboradores en el 2011, donde ellos observan que el tratamiento con AMPH previo
a una exposicion prolongada a otra droga como es el A9-THC también incrementa la
actividad de AC en el Nucleo Accumbens estimulada por FSK, aumentando
significativamente las concentraciones de AMPc sugiriendo que el A9-THC
sensibiliza la actividad locomotora inducida por AMPH debido a una sobre-
regulaciéon de los D1R postsinapticos en el Nucleo Accumbens. Por lo tanto, con
estos resultados proponemos que la supersensibilidad de la Adenilato Ciclasa
probablemente esté siendo modulada por la dopamina, a través de la activacién de los
receptores D1.

Debido a que observamos un incremento en la actividad de la AC5 en el Nucleo
Accumbens y Estriado, decidimos estudiar la expresion de la AC5 en estos nucleos,
el estriado por ejemplo, donde se sabe que tiene su mayor efecto el tratamiento con L-
DOPA. Los resultados que obtuvimos mostraron que, en ratas tratadas con AMPH
incrementd la expresion de la AC5, efecto que aumenté aun mas de manera
significativa en el grupo de ratas que ademas de ser tratadas con AMPH, tuvieron tres
dias de abstinencia y el reto farmacolégico, tanto en el Nucleo Accumbens como en
el Estriado, este Gltimo, siendo el ndcleo que lleva proyecciones GABAérgicas al
nucleo de salida de los ganglios basales (la Sustancia Nigra reticulata), teniendo como
funcién la promocion del movimiento. AC aun siendo una enzima que es inhibida por
Ca2*, como lo mencion6 Bosse y colaboradores en el 2015, ellos sugieren que a pesar
de que la AC5 es una de las més abundantes en todo el estriado, las isoformas AC1y
AC8 son las que mayoritariamente se expresan bajo un tratamiento crénico con
Metanfetamina ya que son isoformas que no son inhibidas por el Ca?*, al hacer un

knockout de AC1 y ACS8 observaron que estos ratones tuvieron una respuesta
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locomotora menor comparada con los silvestres, ademas de una marcada atenuacion
en el desarrollo y expresion de la conducta de sensibilizacién en la via nigroestriatal,
lo que sugieren que la modulacion de la sensibilizacion se deba a la liberacion de
dopamina y a través de la sefializacion de Ca?* inducida por la activacion de la AC.
De alguna manera nosotros estamos en acuerdo con estos autores, pero a pesar de que
la AC5 es inhibida por Ca?*, cabe mencionar que se necesitan concentraciones micro
molares y en este caso la concentracion de Ca?* disponible no es suficiente para
inhibir la actividad de la AC5.

A pesar de que Kim y colaboradores en el 2006, encontraran que AC5 es el principal
efector para los receptores a opioides p y 9, debido a que ratones Knockout de AC5
les permitieron observar una disminucién en la actividad motora después de un
tratamiento con morfina, nosotros encontramos suficiente evidencia de que la
isoforma 5 no so6lo actla bajo receptores a opioides, sino también bajo la activacion
de receptores para dopamina del tipo D1, como previamente fue demostrado por

Rangel-Barajas y colaboradores en 2011.

Con estos resultados sugerimos que la dopamina promueve la actividad de los
receptores D1 y por consiguiente de la AC5 en neuronas del Accumbens y del
Estriado, manteniendo un balance fisioldgico que permite la adecuada liberacion de
GABA, y que este balance se pierde en patologias como la adiccién a drogas,
incrementando tanto la actividad motora, como procesos relacionados a la
recompensa, provocando que, a pesar de un periodo de abstinencia el paciente pueda
recaer en el consumo de drogas. Con el presente trabajo proponemos que la Adenilato
Ciclasa en su isoforma 5 pudiera ser un blanco terapéutico para tratar este tipo de

patologias, como la adiccién a drogas.
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CONCLUSIONES

i+ El tratamiento con anfetamina incrementa la expresion y funcionalidad de
ACS5 en el Nucleo Accumbens y en el Estriado.

i EIl reto farmacoldgico incrementa ain mas la expresion y funcionalidad de la
ACS5 en el Nucleo Accumbens y en el estriado.

T El aumento de expresion y funcionalidad de AC5 en el tratamiento con
anfetamina produce super-sensibilizacion de la respuesta funcional de los
receptores dopaminérgicos tipo D1.

1 EI priming de anfetamina al igual que el de L-DOPA produce super-
sensibilidad de la AC5.
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