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Ai(R) Adenosine A; receptor(s)
Asn(R) Adenosine A,, receptor(s)
Ax(R) Adenosine A, receptor(s)

As(R) Adenosine Az receptor(s)

AP amyloid [ peptide
Acetil-coA Acetyl coenzyme A
ACh Acetylcholine

AChE Acetilcholinesterase
AChR Acetylcholine receptor(s)

ADO Adenosine

ADOg, Endogenous adenosine
ADO,, Exogenous adenosine
ADP adenosine diphosphate
AMP adenosine monophophate
APS ammonium persulfate
AR Adenosine receptor(s)
ATP adenosine triphosphate
BAPTA 1,2-bis-(2-aminophenoxy)-ethane-N,N,N=,N=-tetraacetic acid tetra(acetoxy-
methyl)
BDNF Brain-derived neurotrophic factor
BSA bovine serum albumin
BTS N-benzyl-p-toluene sulphonamide
Ca™ Calcium ion
cAMP Cyclic adenosine monophosphate
cd* Cadmium ion
CGRP calcitonin gene-related peptide
ChAt choline acetyltransferase
CIP Cerebral ischemic preconditioning
Cr Choride ion
cm Centimeter
CMgy Extrasynaptic muscle cell
CMq Synaptic muscle cell
CN, Preterminal nerve cell
CN¢ Terminal nerve cell

CNTF ciliary neurotrophic factor

vii



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Diposit Legal: T 65-20.1 ..
P g 111. f?ls%at d’abreviacions

CNTs Concentrative nucleoside transporter
CREB cAMP response element binding protein
CsS Schwann cell
CSn preterminal/myelogous Schwann cell
CS; Terminal/teloglial Schwann cell
D Dimensions

D/UGC dystrophin/utrophin glycoprotein complex
DAG Diacylglicerol
DC Detergent compatible
DER Diglycidil ether polupropylene gricol
DMAE Dimethylamino ethanol
DMSO Dimethyl sulfoxide
DRG Dorsal Root Ganglia
dTC d-tubocurarine
ECL Enhancer luminiscent
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
EGF epidermal growth factor
EGFR epidermal growth factor receptor(s)
EGTA ethylene glycol-bis(f-aminoethylether) N,N,N",N"-tetraacetic acid

ENTs Equilibrative nucleoside transporter
EPP End plate potential
ERK Extracellular signal-Regulated Kinase

ERL Vinyl cyclohexenedioxide
fEPSP field excitatory postsynaptic potentials
FGF2 Fibroblast growth factor 2
FS Synaptic cleft
g Gram or Relative centrifugal force
GABA Gamma-aminobutyric acid
GDP Guanosine diphosphate
GHS-R1a Growth hormone secretagogue receptor
GTP Guanosine triphosphate
[*H] Hydrogen-3 or isotope of hydrogen or triton

He Helium
HEK-293T Human Embrionic Kidney cells 293
HRP Horseradish peroxidase

HVA High-voltatge-activated
Hz Hertz (cyclels)
IMP Inosine-5 -monophosphate
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1P Inositol triphosphate
K* Potassium ion
kDa Kilo Dalton
kHz Kilohertz (10° Hz)
LAL Levatus auris longus
LDLR Low density lipoprotein receptor
L-DOPA L-3,4-dihydroxyphenylalanine
LRP4 Low density lipoprotein receptor-related protein-4
LTD Long-term depression
LTP Long-term potentiation
LVA Low-voltatge-activated

m Quantal content or myocyte
M Molar
M1-M4 Transmembrane domain of acetylcholine receptor
M1-M5 Subtypes of muscarinic acetylcholine autoreceptors
mA Milliamperes (10°A)
mAChR Muscarinic acetylcholine autoreceptor(s)
MAPK(s) Mitogen-activated protein kinase
mEPP Miniature end plate potential
M. espinal Spinal cord
mg Milligram (10°%)
Mg*? Magnesium ion
ml Milliliter (10°31)
mm Millimeter (10°m)

mM Millimolar (10°Mm)
MP-3 Mini-Protean 3
MPC-1 monocyte chemotactic protein 1 or CCL2
MRNA RNA messenger

m/s Meter/second
ms Milliseconds (107%s)
MuSK Muscle-specific kinase
mvV Millivolts (10°V)
n Nerve
Na* Sodium ion
nAChR Nicotinic acetylcholine receptor(s)
NAD" Nicotamide-adenine
Ne Neon
nm Nanometer (10° m)
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nMm Nanomolar (10° M)
NMDA N-methyl-D-aspartate receptor
NMJ Neuromuscular Junction
NSA nonenyl succinic anhydre
NT-3 Neurotrophin-3
NT-4 Neurotrophin-4
OLG Oligodendrocytes
OPC oligodendrocyte precursor cells
P Level of statistical significance or Postnatal day
P1(R) Purinergic P1 receptor(s)
P2(R) purinergic P2 receptor(s)
PBS Phosphate buffer saline
PCR Polimerase chain reaction
PG G protein
pH Hydrogen potential
PKA Protein kinase A
PKC Protein kinase C
PKG Protein kinase G
PLA Phospholipase A
PLC Phospholipase C
PLD Phospholipase D
PS Phosphatidylserine
PSin Synaptic folds
PVDF Polyvinylidene difluoride
RT-PCR Reverse transcription polimerase chain reaction
SLB Sample Laemmli buffer
SD Standard desviation
SDS Sodium dodecyl sulfate
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SEM Standard Error of the Mean
Ser Serine
SPSS© Statistical Package for the Social Sciences
S-S Disulfide bond
STS Semithin cross-sections
TBE 2, 2, 2 Tribromoethanol
TBS TRIS Buffered Saline
TBS-10.1% TRIS Buffered Saline with tween 0.1%
TEMED N,N,N’, N-tetramethylethylenediamine
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Thr Threonine
TRITC Tetramethylrhodamine

TRIS Hidroxymethyl aminomethane
Trk Tropomyosin-related kinase
TrkB Tropomyosin receptor kinase B
Tyr Tyrosine
U Units
A% Volts
VDCC(s) Voltatge-dependent calcium channels
VIP Vasoactive intestinal peptide
viv Volume/volume
wiv Weight/volume
X Magnification
ZA Active zone
a-BTX Alpha-bungarotoxin
°C Celsius degrees

p-CgTx u-conotoxin G111B
ng Microgram (10°g)
ul Microlitre (10°1)

pm Micrometer (10°m)
M Micromolar (10°°M)
ps Microseconds (10°s)

MQ MiliOhm

La nomenclatura completa i les concentracions de treball de les substancies utilitzades en
els estudis funcionals d’aquesta tesi es mostren en l'apartat 10.11 Substancies utilitzades en
electrofisiologia a Materials i Métodes i la seva abreviatura en I'annex . L’abreviatura, la
nomenclatura completa i el tipus de substancies electrofisiologiques (agonistes i
antagonistes) que no s’han utilitzat en els estudis funcionals d’aquesta tesi pero que es

mencionen en aquesta tesi es detallen en I'’Annex II.
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En els contactes neuronals, 1’alliberacidé de neurotransmissor estd basicament
controlada per la confluencia funcional de diversos receptors metabotropics que modulen les
vies de senyalitzaci6 a través d’un mecanisme que depén de ’activitat. Actualment, es coneix
que I’adenosina i I’ ATP alliberats pels terminals nerviosos modulen el metabolisme presinaptic
a través dels receptors purinérgics. L’adenosina inicia el seu efecte biologic com a
neuromodulador, actuant a través de quatre subtipus d’autoreceptors metabotropics
d’adenosina (P1R) anomenats Aj, Asa, Az | As. Fins el moment, la distribucio precisa dels
P1Rs en la unié neuromuscular (NMJ) periferica no es coneix amb exactitud. Aquest
coneixement és essencial per entendre la senyalitzaci intrasinaptica. Mitjancant una
combinacid de la técnica d’immunohistoquimica i microscopia confocal s’han localitzat
aquests receptors en els terminals motors de la NMJ del mascul Levator auris longus de ratoli.
En aquesta tesi, s’ha treballat en condicions en les quals la maquinaria de la neurotransmissio
es troba més preservada. S’ha bloquejat els canals de sodi dependents de voltatge de les
ceél-lules musculars amb la p-conotoxina GIIIB, obtenint aixi una millor observacio del paper
fisiologic dels P1Rs en la NMJ. En els estudis electrofisiologics s’ha mostrat que la preséncia
de moduladors inespecifics i especifics dels P1Rs no produeixen canvis en I’alliberacio
evocada. No obstant, els P1Rs semblen estar implicats en 1’alliberacié espontania (potencials
de placa en miniatura mEPPs). La freqliiéncia dels mEPPs augmenta degut al blogueig
inespecific i pel contrari, disminueix amb I’estimulacié inespecifica, tenint el receptor A; un
paper principal. A més, s’ha investigat la implicacié dels P1Rs en la plasticitat presinaptica a
curt termini durant una activitat sinaptica imposada (40 Hz o 100 Hz durant 2 minuts). S’ha
observat que els P1Rs es troben implicats en 1’efecte protector de la depressid sinaptica.
L’aplicacié de I’agonista no metabolitzable CADO produeix una disminucié del contingut
quantic i de la depressio. Finalment, s’ha investigat la relacié funcional en I’alliberacio de
transmissor entre els P1Rs i els autoreceptors muscarinics d’acetilcolina (mAChRs), la proteina
quinasa A (PKA), la proteina quinasa C (PKC) i els canals de calci dependents de voltatge
(VDCCs). Per tant, els P1Rs poden no tenir un efecte real en la transmissié neuromuscular en
condicions basals. No obstant, aquest receptors limiten 1’alliberacié espontania d’acetilcolina
tenint un paper conservador i poden protegir la funci6 sinaptica disminuint la magnitud de la
depressié durant una activitat repetitiva. A més, s’ha observat una interdependéncia del
mecanisme purinérgic i muscarinic en la modulacié de 1’alliberacié de neurotransmissor i una
cooperacié en el control de la depressid. Per un altre banda, un desequilibri dels P1Rs produeix

un desacoblament de la PKC en la neurotransmissié evocada. Addicionalment, s’ha observat



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Dipodsit Legal: T 6552016
esum

una interacci6 funcional d’aquest receptors amb la PKA i els VDCCs en la modulacié de la

neurotransmissio.
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In neuronal contacts, neurotransmitter release is ultimately controlled by functional
confluence of several metabotropic receptors mediated signalling pathways in modulated and
activity-dependent process. It is now known that adenosine and ATP released by nerve endings
modulate the presynaptic metabolism through purinergic receptors. Adenosine initiates its
biological effects, as a neuromodulator, acting through four subtypes of metabotropic
adenosine autoreceptors (P1Rs) named Aj;, Asa, Az and As. The precise distribution of
adenosine receptors in paradigmatic peripheral neuromuscular junction (NMJs) is not fully
resolved, although this knowledge is essential to understanding intrasynaptic signalling. We
used confocal immunocytochemistry to identify these receptors in the motor endings at Levator
auris longus (LAL) mouse NMJs. We hypothesize that in more preserved neurotransmission
machinery conditions (blocking the voltage-dependent sodium channel of the muscle cells with
p-conotoxin GIIIB) the physiological role of the P1Rs in the NMJ must be better observed. We
found that the presence of nonselective or selective modulators of P1R subtypes does not result
in any changes in the evoked release. However, P1Rs seem to be involved in spontaneous
release (miniature endplate potentials mEPPs) because mEPP frequency is increased by non-
selective block but decreased by non-selective stimulation, with A; receptors playing the main
role. We assayed the role of P1Rs in presynaptic short-term plasticity during imposed synaptic
activity (40 Hz or 100 Hz for 2 min). We showed that P1Rs are involved in a protective effect
against synaptic depression. Besides, when we used non metabolizable agonist CADO both
quantal content and synaptic depression are reduced. Finally, we investigated the functional
relation in transmitter release between adenosine receptor and muscarinic acetylcholine
autoreceptors (mAChRs), protein kinase A (PKA), protein kinase C (PKC) and voltatge-
dependent calcium channels (VDCCs). Thus, P1R might have no real effect on neuromuscular
transmission in resting conditions. However, these receptors can conserve resources by limiting
spontaneous quantal leak of acetylcholine and they may protect synaptic function by reducing
the magnitude of depression during repetitive activity. Furthermore, we showed that the
adenosine receptor and the muscarinic mechanism absolutely depend upon each other for the
modulation of neurotransmitter release and both mechanisms cooperate in the control of
depression. On the other hand, the imbalance of adenosine receptors uncouples PKC from
evoked transmitter release. In addition, we observed a functional interaction between adenosine

receptors with PKA and VDCCs in the modulation transmitter release.
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1. LA UNIO NEUROMUSCULAR

La uni6 neuromuscular (NMJ de [I’anglés neuromuscular junction) o sinapsi
neuromuscular és la zona de contacte entre la fibra muscular i el nervi terminal. La branca
terminal perd la mielina, es ramifica, s’introdueix i es forma una dilatacié en la superficie de la
fibra muscular. Quan la motoneurona rep un impuls nervios, el terminal allibera ’acetilcolina,
com a neurotransmissor, que es difon a través de la fenedura sinaptica i es produeix la
contracci6 de la fibra muscular. La NMJ es caracteritza per tenir una mida gran, que permet
estudiar els seus components per separat 0 com un tot, i per la seva accessibilitat.

La NMJ és una sinapsi quimica colinérgica nicotinica i és un model molt utilitzat en
investigacid en rates, ratolins, amfibis (granota, Xenopus Laevis) inclis, en insectes (mosca,
Drosophila Melanogaster) (Keshishian i cols., 1996; Schwarz, 2006; Je i cols., 2012; Plomp i
cols., 2015). La NMJ adulta dels vertebrats va servir com a model del primer estudi fet amb
rigor cientific per a la demostracio de la transmissié sinaptica quimica (Dale i cols., 1936).
També va ser model per a la determinacio de ’alliberacié vesicular quantica (Katz, 1966). Més
endavant, el primer receptor de neurotransmissor que va ser purificat i clonat va ser el receptor
d’acetilcolina nicotinic (nAChR de [D’anglés nicotinic acetylcholine receptor), sent
I’acetilcolina el neurotransmissor en la NMJ (Duclert i Chanteaux, 1995). La NMJ també s’ha
estudiat en recerca clinica ja que és clau en les malalties del sistema nervios, com per exemple
la miasténia gravis, la sindrome miasténica de Lambert-Eaton o la distrofia muscular de
Duchenne (Titulaer i cols., 2011; van den Bergen i cols., 2014; Vrinten i cols., 2014;
Mehndiratta i cols., 2014; Ha i Richman, 2015; Plomp i cols., 2015).

La NMJ esta formada per tres components: el component presinaptic, el component
postsinaptic i el component glial (figura 1.1). El primer d’ells esta composat per la terminacio
nerviosa de la motoneurona i el segon per 1’area de la cél-lula o fibra muscular amb la qual
realitza el contacte sinaptic (Courteaux, 1973; Ogata, 1988; Engel, 1994; Sanes i Lichtman,
1999). El tercer component és el component glial o la cél-lula de Schwann que depenent de
I’algada de I’ax6 on es troba es pot diferenciar en dos tipus de cél-lules: la cel-lula de Schwann
preterminal/mielogénica i la cel-lula de Schwann terminal/teloglial. La primera és la que forma
la baina de mielina recobrint als axons. | la segona, la cél-lula de Schwann terminal esta
estretament associada als components presinaptics i postsinaptics recobrint els terminals
nerviosos 1 tancant 1’espai sinaptic amb les seves projeccions. Les funcions d’aquest segon
tipus de cel-lula sén donar aillament a la NMJ del medi extern i proporcionant-li un medi

adequat de substancies trofiques. Per tant, la cel-lula de Schwann terminal no té una Gnica
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funcid estructural, si no que també li déna cobertura, proteccio i sosteniment a la unié entre el
terminal de la motoneurona i la fibra muscular.

Les regions sinaptiques de les tres cel-lules estan molt especialitzades. Contenen
molécules i organuls especifics en concentracions altes, que s6n menys presents o inexistents
en ’espai extrasinaptic.

A part d’aquestes tres cél-lules que conformen la NMJ, també cal mencionar la
fenedura sinaptica i la lamina basal. La fenedura o I’escletxa sinaptica és 1’espai que hi ha entre
el component presinaptic i postsinaptic. Es d’uns 50 nm aproximadament, i és el lloc on el
terminal nervios allibera ’acetilcolina que després sera captada pels nAChRs en la membrana
postsinaptica. La difusié de I’acetilcolina a través de la fenedura sinaptica és molt rapida (50
ps) degut a la curta distancia que ha de travessar (Salpeter, 1987).

La lamina basal esta formada per un conjunt de glicoproteines filoses que envolta cada
fibra muscular. Hi ha dos tipus de lamina depenent de la ubicaci6. El primer tipus és la lamina
basal sinaptica, que és propia de 1’area sinaptica de la cél-lula muscular i presenta proteines
com el col-lagen tipus IV, la laminina i la integrina entre altres. Aquest tipus de lamina s’estén
per dins dels plecs sinaptics primaris i secundaris, que com es comentara més endavant, sén les
invaginacions de la membrana sinaptica de la cel-lula muscular oposades al terminal nervids.
El segon tipus és la lamina basal extrasinaptica que és la que envolta la resta de la fibra

muscular (Salpeter, 1987; Patton, 2003; Maselli i cols., 2012).

Figura I.1. Estructura de la sinapsi neuromuscular. (A) Esquema de la sinapsi neuromuscular. En blanc la cél-lula
nerviosa preterminal (CNy) i terminal (CNy) on es troben les zones actives (ZA). Prop de les ZA es troben les vesicules
sinaptiques. En color blau, la cél-lula de Schwann preterminal/mielogénica (CSy) i la teloglial/terminal (CS,). En color
groguenc es mostra la cel-lula muscular sinaptica (CMs) amb els seus plecs postsinaptics (PSin), els seus nuclis (blau)
i els mitocondris (marrd). En la zona més exterior de la cél-lula muscular s’observa I’area muscular extrasinaptica
(CMey). L’espai sinaptic entre la cél-lula nerviosa i la cél-lula muscular, en color verd, es troba la fenedura sinaptica
(FS). (B) Imatge de microscopia electronica de transmissié d’una NMJ. En color verd es marca els botons terminals,
en vermell es pot observar els plecs secundaris per sota dels botons i en blau la cél-lula de Schwann terminal. Barra de
I’escala: 250 nm. La imatge i I’esquema adaptat s’han extret de la publicacié de Lanuza i cols. (2007, 2014).
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1.2 Components de la sinapsi neuromuscular

1.2.1 Component presinaptic

La motoneurona és una cel-lula excitable i té la propietat de respondre a un estimul
mitjancant la modificacié del potencial de membrana. EI soma de la motoneurona esta ubicat
en la medul-la espinal i innerva a la fibra muscular. La motoneurona esta formada pel soma,
I’ax6 que a mesura que es va apropant al muscul es va ramificant donant lloc als axons
preterminals (veure CNy, figura 1.1), que acaben formant els botons terminals els quals faran
contacte amb la fibra muscular. La funcié del terminal nervios, una vegada ha arribat 1’impuls
nervids, és ’alliberacio de neurotransmissor que donara lloc a la contraccié. Una motoneurona
pot innervar a un sol mdscul, perd un mateix ax6é terminal pot innervar a milers de fibres
intramusculars.

L’axd t€ origen en una protrusié del soma cel-lular i s’estén fins el terminal nervids

que és la part més distal que fa contacte amb la fibra muscular. La funcié de I’axé és la
propagacio de I’impuls nervids i transportar missatgers quimics, determinats organuls i
molécules fins el seu extrem distal. En el seu citoplasma es troba el citoesquelet format per
neurofilaments i microtubuls.
Els axons del teixit nervids estan envoltats per plecs multiples de la membrana plasmatica
d’una sola cel-lula, la cel-lula de Schwann. El conjunt d’aquest embolcall concéntric forma un
complex lipoproteic blanquinds, anomenat baina de mielina i les fibres nervioses que estan
recobertes per aquestes beines son les fibres mieliniques. Aquesta baina de mielina és
interrompuda a intervals regulars formant els noduls de Ranvier. Aquest ndduls s6n segments
axonics sense mielina, amb una elevada concentracié de canals de sodi controlats per voltatge
responsables de la conduccié saltatoria del potencial d’accié. L’interval entre noduls
s’anomena internodul i esta recobert per una cél-lula de Schwann.

El terminal nerviés (veure CN,, figura 1.1) és la part de ’ax6 que entra en contacte
amb la fibra muscular que va a innervar. Constitueix la part més especialitzada i més distal de
la motoneurona. Esta especialitzada en ’alliberacié de neurotransmissor. T¢é un gran nombre de
vesicules sinaptiques de 50 nm de diametre que contenen neurotransmissors, com
I’acetilcolina. Cada vesicula conté a més a més de ’acetilcolina, I’ATP (de I’anglés adenosine
triphosphate) i proteoglicans que s’alliberen conjuntament amb el neurotransmissor (Salpeter,
1987). El terminal nervids conté molts mitocondris, donat que necessita molta energia per
poder sintetitzar i alliberar el neurotransmissor. EI terminal nervids es troba polaritzat, ja que la

majoria de vesicules es troben agrupades en unes arees denses situades a la regié de la
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membrana més distal, anomenades zones actives (veure ZA, figura 1.1), mentre que els
mitocondris es troben més a prop de la cel-lula de Schwann. Les zones actives son llocs de
fusio de les vesicules sinaptiques amb la membrana del terminal nerviés, per alliberar el seu
contingut a la fenedura sinaptica. A les porcions del terminal nerviés que no estan en contacte
amb la fibra muscular hi ha menys vesicules, perd més mitocondris i no s’hi troben les zones
actives. En aquesta zona hi ha molts microtUbuls i neurofilaments en canvi, hi ha pocs en la
zona de contacte amb la fibra muscular (Yee i cols., 1988).

En l’axoplasma de la motoneurona hi ha diferents organuls, com el reticle
endoplasmatic llis i els endosomes, els quals estan implicats en el reciclatge de les vesicules i
en la creacié de noves, que després s’ompliran d’acetilcolina i s’utilitzaran de nou. A més, en
I’axoplasma també es troben diferents molécules com 1’acetilcolina de les vesicules
sinaptiques, el transportador vesicular d’acetilcolina i I’enzim colina-acetiltransferasa (ChAT
de I’anglés choline acetyltransferase). La funcié d’aquest enzim és sintetitzar I’acetilcolina a
partir de la colina recuperada de la fenedura (alliberada per I’acetilcolinesterasa) i de ’acetil-
CoA (procedent dels mitocondris) (Stidhof, 1995; Calakos i Scheller, 1996; Van der Zee i
Keijser, 2011). També es troben altres molecules com les proteines que formen el complex
molecular anomenat SNARE, que desenvolupen un paper important en la fusié de les
membranes (Broadie, 1995; Sanes i Lichtman, 1999; Jena, 2009; Siidhof, 2012). Les vesicules
es distribueixen en diferents grups, depenent de la proximitat a les zones actives i la
disponibilitat per a ser alliberades. El primer d’ells és el deposit ancorat, que son les vesicules
que estan preparades per fusionar-se i alliberar ’acetilcolina. El segon grup son els dipdsits
proximals que son les vesicules que poden ser alliberades en el cas que es requeris. Per Gltim,
el tercer grup, i el més llunya de les zones actives, és el dipdsit de reserva (Lima i cols., 2010;
Lazarevic i cols., 2013).

S’han identificat moltes molécules a 1’axolema del terminal nervids associades a les
zones actives, com els canals de potassi i de calci dependents de voltatge on degut a la seva
localitzaci6 especifica, magnifiquen ’eficacia de la secrecié depenent del Ca™ (Robitaille i
cols., 1993; Sugiura i cols., 1995; Day i cols., 1997; Siidhof, 2012). Els autoreceptors
muscarinics d’acetilcolina (mAChRs de 1’anglés muscarinic acetylcholine receptor), també es
situen en el terminal presinaptic i exerceixen funcions de control de la neurotransmissio i de
I’eficacia sinaptiques (Ganguly i Das, 1979; Abbs i Joseph, 1981; Wessler i cols., 1987;
Arenson, 1989; Garcia i cols., 2005; Santafé i cols., 2003, 2004, 2007).
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1.2.2 Component postsinaptic

L’element postsinaptic esta format per la membrana de la fibra muscular i la lamina
basal d’aquesta, que es comentara més endavant (veure apartat 1.2.4). El teixit muscular esta
format per cél-lules allargades cilindriques i plurinucleades que contenen abundants filaments,
les miofibril-les. Aquestes miofibril-les contenen proteines com 1’actina i la miosina, les quals
son responsables de la contraccio i la relaxacio de les fibres musculars. La membrana cel-lular
o0 sarcolemma esta envoltada per la lamina basal i les cél-lules satél-lit (cel-lules que tenen un
paper important en la regeneracié muscular). El sarcolemma de la fibra muscular tindra unes
caracteristiques especials depenent si la membrana és extrasinaptica (veure CMe, figura 1.1) o
sinaptica (veure CM, figura 1.1). La primera és la que es troba al llarg de la fibra muscular,
exceptuant la fraccié que forma part de la NMJ. La segona, la membrana sinaptica o també
denominada membrana postsinaptica, forma part de la NMJ i és la zona de la fibra muscular on
les branques nervioses terminals entren en contacte amb la fibra formant la placa motora. El
terminal nervios forma unes dilatacions poc profundes en la superficie de la membrana
postsinaptica anomenades plecs sinaptics primaris. En la mateixa regi6é de la membrana hi ha
unes invaginacions amb la finalitat d’incrementar la superficie de contacte, formant els plecs
sinaptics secundaris (veure PSin, figura 1.1). Aquests son paral-lels i entren perpendiculars al
plec primari penetrant dins del miocit a una profunditat d’l um en els mamifers (Salpeter,
1987). Aquesta membrana esta altament especialitzada, per respondre rapidament i de forma
efectiva a 1’efecte del neurotransmissor alliberat pel terminal nervids. En les crestes dels plecs
secundaris de la membrana postsinaptica s’hi troba una gran concentraci6 nAChRs, més de
10.000/um? (Salpeter i Loring, 1985). Els nAChRs sén receptors de tipus nicotinic, que
pertanyen a la superfamilia de canals ionics activats per lligand. Es componen per
heterooligomers de cinc subunitats amb quatre dominis transmembrana cada un (M1-M4) (Le
Novére i Changeaux, 1995; Albuquerque i cols., 2009; lhara i cols., 2014), un domini
extracel-lular N-terminal i un domini intracel-lular C-terminal (Kalamida i cols., 2007).
L estructura basica del nAChR és de pentamer compost per quatre cadenes polipeptidiques
diferents (20, 1B, 16 i 1€). Dues molécules d’acetilcolina s’uneixen als dos llocs d’uni6 situats
en el domini d’unio al 1ligand, que esta format per la regié N-terminal de les dues subunitats a i
exposat a la superficie extracel-lular (Montal i Opella, 2002). Quan I’acetilcolina s’uneix al
receptor, aquest pateix un canvi de conformacid, s’obre el canal ionic permetent el pas dels

ions (es produeix una entrada de Na* a I’interior de la fibra muscular i una sortida de K*) durant
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un temps aproximadament de 1-2 ms. Aquest transit ionic desencadena una despolaritzacio de
la membrana postsinaptica que acabara amb la contracci6 de la fibra muscular.

Com s’ha comentat, I’estructura postsinaptica té un alta densitat d’agrupaci6 dels
nAChRs. El funcionament correcte de la NMJ depeén de la formaci6, maduracié i manteniment
d’aquest agregats de receptors (Sanes i Lichtman, 2001). L’agrupaci6 és important en el procés
de desenvolupament de la NMJ i en la neurotransmissié (Ghazanfari i cols., 2011). La seva
disrupcio afecta adversament no només a 1’organitzacié madura del component postsinaptic, si
no també a 1’especialitzacio presinaptica (Sanes i Lichtman, 2001). Actualment, es coneix que
el procés d’agrupacido dels nAChRs a la membrana postsinaptica depén de la via de
senyalitzacié que inclou: les molécules de 1’agrina, el receptor tirosina quinasa especifica del
muscul (MuSK de I’anglés muscle-specific kinase) i la rapsina (Wang i cols., 2006). Durant el
procés d’innervacio, la motoneurona allibera un proteoglica heparan sulfat anomenat agrina,
que s’uneix preferiblement a LRP4 (de I’anglés low density lipoprotein receptor (LDLR)-
related protein-4) (Kim i cols., 2008; Zhang i cols., 2008, 2011), estimulant 1’associacié de
LRP4 amb MuSK i la seva activacio (Kim i cols., 2008; Zhang i cols., 2011). L’activacio de
MuSK doéna lloc a I’acoblament de diferents molécules postsinaptiques del citoesquelet que
agrupen a la membrana els NAChRs a través de la molécula de rapsina, que és una proteina
associada a la membrana (Witzemann, 2006). La rapsina s’associa amb els nAChRs a la
membrana postsinaptica, i s’ha demostrat que la preséncia d’aquesta proteina és suficient per
agrupar, ancorar i estabilitzar els NAChRs a la membrana (Gautam i cols., 1995; Banks i cols.,
2003) a més, de facilitar la fosforilacié dels nAChRs en residus de tirosina (Lee i cols., 2008).

A la regi6 subsinaptica de la fibra muscular hi ha organuls i estructures, com els nuclis
postsinaptics que participen en la transcripcié génica dels nAChRs i altres proteines. Aquest
nuclis expressen un patré de proteines diferents al que expressen els nuclis extrasinaptics. A
més a més, s’hi troben els mitocondris que aportaran 1’energia necessaria, 1’aparell de Golgi i
els ribosomes. En el fons dels plecs, on es troben els canals de sodi postsinaptics (Flucher i
Daniels, 1989; Sanes i Lichtman, 1999), s’hi localitza el citoesquelet, els microtibuls i els
microfilaments, responsables de mantenir [’estructura dels plecs primaris i secundaris i
d’ancorar els nAChRs a la superficie de les crestes. Aquest ancoratge es dona per 1’associacio
del segment citoplasmatic del receptor a un complex proteic anomenat dystrophin/utrophin
glycoprotein complex (D/UGC). Aquest complex consta de cinc tipus de proteines: les
subunitats o i B de distroglica, distrobrevina, sarcoglica, sarcospan i sintrofina. El complex

D/UGC té la funciéd de generar i mantenir la distribucié espacial dels nAChRs a dominis
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restringits, aixi com, unir el citoesquelet muscular a la matriu extracel-lular (Straub i Campbell,

1997; Rafael i cols., 2000).

1.2.3 Component glial

La cel-lula de Schwann sén les cél-lules glials del sistema nerviés periféric. Es
caracteritzen per ser cél-lules amb un citoplasma escas, tenir pocs mitocondris i un aparell de
Golgi petit. Varies cél-lules de Schwann acompanyen als axons i als terminals nerviosos de les
motoneurones. Depenent del lloc on es troben i si formen o no mielina, es poden distingir dos
tipus. El primer tipus s’anomena cél-lula de Schwann preterminal o mielogénica (CSy,, figura
1.1), es localitza al voltant de I’ax6 i formen les beines aillants de mielina. Aquesta beina de
mielina es compon de capes lipidiques concentriques de la membrana plasmatica de la cél-lula
de Schwann, que envolten de manera d’espiral a 1’ax6 de la neurona. Aquesta beina no és
continua en tot el recorregut axonal, donat que al llarg dels axons es produeixen bandes
circulars sense mielina, les quals semblen coincidir amb el limit de les cel-lules de Schwann.
Aquestes bandes sense mielina s’anomenen noduls de Ranvier, i fan 1 um de longitud.
Serveixen per a que la conduccid sigui saltatoria, el que garanteix una major velocitat de
conducci6 i menys possibilitat d’error. El potencial d’accié de la neurona aconsegueix saltar
d’un nodul a un altre, degut a que en aquest espais hi ha una gran concentracié de canals de
sodi i potassi. El segon tipus és la cel-lula de Schwann terminal o teloglial (CS;, figura 1.1),
situada a la part més distal del soma de la motoneurona, i es troba recobrint les terminacions
nervioses que fan contacte amb la fibra muscular postsinaptica. Aquest segon tipus no forma
mielina i és ’encarregada de aillar la NMJ del medi extern i de proporcionar-li un medi
adequat a més de substancies trofiques.

La cél-lula de Schwann no només se li atribueix una funcio estructural i facilitadora de
la conduccid, si no que participa en el creixement dels axons, el manteniment i la regeneracid,
en les lesions axonals com la neuropraxia o I’axonotmesi (Balice-Gordon, 1996; Chen i cols.,
2005; Li i Yu, 2014). A més, s’ha descrit que les cél-lules de Schwann terminals poden tenir un
paper important en la comunicacié entre el component presinaptic i postsinaptic de la sinapsi
(Castonguay i cols., 2001; Auld i Robitaille, 2003; Rousse i cols., 2010) donat que presenten:
mAChRs que uneixen 1’acetilcolina alliberada pel terminal axdnic (Robitaille i cols., 1997;
Loreti i cols., 2006; Uggenti i cols., 2014), receptors purinergics (Robitaille, 1995; Rousse i
Robitaille, 2006; Ho i cols., 2014) i canals de calci dependents de voltatge tipus L (Robitaille i
cols., 1996; Baker, 2002; Chen i cols., 2011). L’activacié dels mAChRs indueix 1’aparicié de
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segons missatgers que actuen sobre magatzems del Ca*? intracel-lular, fent augmentar el Ca* a
I’interior de les cél-lules de Schwann terminals (Jahromi i cols., 1992; Chiu i Kriegler, 1994).
Aquest Ca*? alliberat regula ’expressié de determinats gens importants en la formacié de les
prolongacions que fan aquestes cél-lules (Georgiou i cols., 1994). Les cel-lules de Schwann
terminals poden modificar ’arquitectura de les NMIJs (Trachtenberg i Thompson, 1997).
L’estreta associaci6 d’aquestes ce¢l-lules amb altres components de la NMJ facilita la capacitat

d’aquestes cel-lules per a detectar canvis en 1’ambient de la NMJ (Auld i Robitaille, 2003).

1.2.4 Lamina basal

La lamina basal envolta cada fibra muscular, passa a través de la fenedura sinaptica i
s’estén per l’interior dels plecs secundaris. Els components majoritaris de la lamina basal
sinaptica sén molt similars a qualsevol lamina basal extrasinaptica, estd composta per diferents
proteines: el col-lagen IV, la laminina, la fibronectina, ’entactina i proteoglicans com
I’heparan sulfat (Patton i cols., 2003; Qin i cols., 2014). Les dues lamines basals difereixen en
la composici6 de les isoformes d’aquest components. La diferencia més rellevant de la lamina
basal sinaptica respecte a la lamina basal extrasinaptica és la especificitat d’alguns elements
com les acetilcolinesterases (Hall i Sanes, 1993), una série de glicoconjugats (Scott i cols.,
1988), el factor de creixement dels fibroblastes 2 (FGF2, Dai i Peng, 1995), dues molécules de
senyalitzacid, 1’agrina (McMahan, 1990; Mis i cols., 2013) i la neuregulina (Jo i cols., 1995;
Sanes i Lichtman, 1999). Aquestes molecules especifiques de la lamina basal sinaptica
participen tant durant el desenvolupament com en el manteniment de I’estructura sinaptica, aixi

com també en la correcta transmissio.

2. NEUROTRANSMISSIO EN LA SINAPSI NEUROMUSCULAR

La finalitat de la NMJ és la contraccié muscular la qual es descriu com un fenomen
del “tot o res”. La motoneurona genera un potencial d’accid que recorre tot 1’axé mitjangant la
conducci6 saltatoria fins arribar als botons terminals (Huxley i Stampfli, 1949; Tasaki, 1959).
Una vegada en els terminals, es genera un segon tipus de senyal, aquest cop quimic, entre la
motoneurona i la fibra muscular on s’allibera I’acetilcolina. Aquest dos tipus de mecanismes de
senyalitzacid (potencial d’accid i senyals sinaptiques) son la base de totes les capacitats de

processament d’informaci6 del sistema nervios.
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En un axo6 en repds, hi ha una concentracié intracel-lular predominant de K* i una
extracel-lular de Na* i de CI" que donen un potencial eléctric de repos d’aproximadament -80
mV en els miocits adults normals de mamifer. L’i6 K" té tendéncia a sortir deixant 1’interior
cel-lular negatiu, prop del potencial d’equilibri d’aquest i6. L’i6 Na* va entrant a la cél-lula,
mentre que surt el K per compensar les carregues. La preséncia de la bomba de Na*/K* en la
membrana cel-lular fa sortir el Na* i entrar el K, aixi en I’interior de I’ax6 hi ha un predomini
de carregues negatives i en la seva superficie externa de positives, les quals es troben separades
per una membrana permeable als ions de K" i Na".

El potencial d’acci6 és un moviment ionic entre el compartiment intracel-lular i
I’extracel-lular. S’origina en el soma de la motoneurona situat en la medul-la espinal i viatge al
llarg de 1’ax0 fins arribar al terminal nervids. L’impuls nervids inverteix el potencial d’accio, ja
que produeix canvis en la permeabilitat de la membrana. Primer a favor de Ii6 Na®, que entra
fins crear un predomini de carregues positives intracel-lulars fenomen anomenat
despolaritzacio. Després a favor del K, que surt fins deixar de nou I’interior negatiu (fenomen
anomenat repolaritzacid). En aquest moment, la superficie de 1’ax6 torna a estar en repds pero
els ions no estan en el seu lloc. En aquesta situacio, si arribés un potencial d’accié no podria
conduir-ho fins que les bombes de Na*/K" retornin els ions a la seva situacio original, aquest
periode s’anomena periode refractari. L’impuls despolaritzant recorre successivament, una area
rere ’altre de la membrana de 1’ax6 fins arribar a la terminacié axonal. Aquestes bombes de
Na*/K* consumeixen molta energia per poder retornar tots els ions al seu lloc. En un nervi de
conducci6 rapida (100 m/s) no es podria mantenir gaires impulsos seguits ja que s’esgotaria
rapidament. Per evitar-lo, estan les beines de mielina, (beines de gran resisténcia eléctrica i
aillant, les quals acceleren molt la conducci6é del potencial d’accid) podent conduir a una
velocitat de 150 m/s. Els noduls de Ranvier fan que I’intercanvi ionic sigui reduit en aquestes
zones, de manera que la conduccié de I’impuls sigui saltatori de nodul a nodul (Huxley i
Stampfli, 1949), fent-la més rapida ja que es limita molt la zona d’on s’hauran de treure els
ions de Na" a I’exterior.

Amb la despolaritzacio d’aquest terminal nervids s’obren els canals de calci voltatge
dependents (VDCC de I’anglés voltatge-dependent calcium channels) presinaptics, permetent
I’entrada de Ca™ a I’interior del citoplasma. Aquest Ca*? estimula la fusi6 de les vesicules
sinaptiques a les zones actives del terminal, a través d’un procés anomenat exocitosi, que acaba
amb D’alliberament d’acetilcolina a la fenedura sinaptica (Stanley, 1993; Xue i cols., 2011;

siidhof, 2014). Aquest procés és dependent del Ca*? (Miledi, 1973; Katz i Miledi, 1965) i de la
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participacio d’altres proteines com son el complex SNARE. Aquest complex consta de dos
grups de proteines: un primer grup format per la sinaptobrevina, que es localitza a la membrana
sinaptica. L’altre grup de proteines es troben associades a la membrana del terminal nervids, la
SNAP-25 i la sintaxina (Bajjalieh i Scheller, 1995; Siidhof, 1995, 2004). Una quarta proteina
important que participa en la fusio de les vesicules és la sinaptotagmina, que és una proteina
integral de la vesicula i sensor al Ca*? (Brose i cols., 1992; Takamori i cols., 2006). Quan el
Ca* entra en el citoplasma a través dels VDCCs, s’uneix a la sinaptotagmina i el complex
SNARE canvia de conformacio, resultant en la fusié de les dues membranes a nivell de les
zones actives, alliberant 1’acetilcolina a la fenedura sinaptica. Una vegada les vesicules han
descarregat el contingut a la fenedura sinaptica, la membrana de les vesicules es fusionen amb
I’axolema, i aquest excés de membrana es recicla formant noves vesicules sinaptiques. Aquest
reciclatge té lloc en la periféria de la sinapsi, on la membrana es reformada per la coberta de les
vesicules mitjancant la seva endocitosi (Heuser i Reese, 1973; Schweizer i Ryan, 2006; Jung i
Haucke, 2007; Royle i Lagnado, 2010).

Després de 1’exocitosi, I’acetilcolina es difon per tota la fenedura sinaptica i s’uneix
als receptors de nAChRs. La unié de dues molécules d’acetilcolina a les dos subunitats o activa
el receptor i obre el canal intramolecular. Aixi, es permet el pas simultani d’ions de Na* al seu
interior i la sortida d’ions de K" alterant el potencial de membrana postsinaptic i obtenint com a
resposta un potencial de placa evocat (EPP de I’anglés end plate-potential). L’EPP és una
despolaritzacio local de la membrana de les fibres musculars amb una amplada mitja de 15-40
mV (Fatt i Katz, 1951). Aquesta despolaritzacié local de la membrana postsinaptica activa als
canals de sodi dependents de voltatge, que es troben en el fons dels plecs secundaris (Flucher i
Daniels, 1989). A continuacio, es desencadena un potencial d’accié que es propaga en totes
direccions de la fibra muscular, inclus pels tibuls T musculars on s’inicia una seqiiéncia
d’esdeveniments intracel-lulars que finalitza amb la contracci6 muscular. Després de
I’activacié dels nAChRs, I’acetilcolina es separa d’aquest i es difon cap a la membrana basal
on es hidrolitzada per I’acetilcolinesterasa (AChE de 1’anglés acetylcholinesterase). Aquest
enzim hidrolitza I’acetilcolina en acetil i colina, la colina sera reciclada per a ser reutilitzada de
nou. Cap d’aquestes molécules podran activar als nAChRs, i per tant, amb aquesta hidrolisi es
finalitza el procés de la transmissi6 sinaptica en la NMJ (veure el procés de la neurotransmissio

sinaptica en la figura 1.2).
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Figura 1.2. Neurotransmissié sinaptica. Els axons motors es ramifiquen en la superficie muscular. Cada branca
forma els botons terminals presinaptics envoltats per la cel-lula de Schwann terminal. Els botons es disposen sobre la
regio de la placa motora terminal, separada del sarcolemma per la fenedura sinaptica. Cada bot6 terminal s’associa a
una fenedura sinaptica primaria, una depressio de la fibra muscular esta formada per replecs profunds del sarcolemma.
Els nAChRs es troben en la cresta dels plecs d’uni6 i els canals de sodi controlats pel voltatge es troben en la part baixa
del plec. La lamina basal conté AChEs. L’impuls eléctric o potencial d’acci6 recorre I’axd de la motoneurona, a
Parribar al bot6 terminal es produira una ona de despolaritzacié la qual estimulara als ions de Ca*? que es troben en la
fenedura sinaptica per a que s’adhereixin a la membrana presinaptica i inclis entrin a I’interior del botd sinaptic a
través dels VDCCs i provoqui un apropament de les vesicules sinaptiques a la membrana presinaptica. Aquestes es
fusionen a la membrana i per exocitosi alliberen ’acetilcolina a ’espai sinaptic. El neurotransmissor una vegada en
’espai extrasinaptic s’uneix als receptors i es provoca un estimul que fa que s’obrin els canals dels ions de Na* i
comenga la despolaritzaci6 de la membrana postsinaptica. L’acetilcolina no pot estar en accié constant, per lo que
s’allibera I’enzim AChE que provoca el deslligament entre el neurotransmissor i el receptor, i en conseqliéncia el
neurotransmissor es degradat en les porcions d’acetil i colina. Per ultim la colina sera reabsorbida pel botd sinaptic per
a la formacio de noves vesicules sinaptiques. Extret del llibre: Life: The Science of Biology, 2007, Sinauer Association
Inc. WH Freeman i cols. Eight Edition.
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A part dels episodis evocats, en els terminals nerviosos hi ha un alliberament
espontani d’acetilcolina d’on no es necessita estimul del nervi, s’anomena potencial de placa
miniatura (mEPP de 1’anglés miniature end plate-potential). Fatt i Katz al 1952 van descriure
aquestes petites despolaritzacions postsinaptiques d’aproximadament 0.5-1 mV d’amplada i de
freqliencia 1 Hz (1 episodi per segon) en musculs de granota. Tant la freqiiéncia com I’amplada
varien segons ’espécie, el tipus muscular aixi com, per 1’edat. En estudis electrofisiologics on
s’estudiaven les amplades dels EPPs i dels mEPPs es va observar que cada EPP esta format per
la suma independent de multiples mEPPs (Fatt i Katz, 1952).

Un altre concepte important que s’ha de tenir en compte és els nimero de quantes
alliberades per impuls nervids, I’anomenat contingut quantic (m de ’anglés quantal content).
Com ja s’ha comentat, el mEPP és el resultat d’una tnica vesicula d’acetilcolina o quanta, i
I’EPP d’unes 20-300 vesicules variable segons 1’espécie estudiada. En diferents models
neuromusculars d’animals de laboratori es parla d’un contingut quantic de 200-300 quantes
(Hubbard i Wilson, 1973; Katz i Miledi, 1979) i en musculs humans de 28-41 quantes (Engel i
cols., 1990; Slater i cols., 1992).

3. MOLECULES IMPLICADES EN LA TRANSMISSIO NEUROMUSCULAR

Existeixen diferents molécules de senyalitzacié dels components presinaptics,
postsinaptics i de les cel-lules glials envolvents, que coordinen la maquinaria molecular de la
sinapsi en resposta a un canvi en la demanda de ’activitat. En les sinapsis colinérgiques de
varies espécies hi ha diferents mecanismes, que regulen la modulacié de 1’alliberacié de
neurotransmissor dependent del Ca*? associats als receptors d’adenosina (Song i cols., 2000) i
als mAChRs (Caulfield, 1993; Allen, 1999; Slutsky i cols., 1999; Minic i cols., 2002; Santafé i
cols., 2003, 2004; Garcia i cols., 2005). Aquests receptors metabotropics, estan acoblats a
diferents vies de senyalitzacid intracel-lular, que convergeixen en un repertori limitat de
quinases efectores que fosforilen a proteines diana i materialitzen canvis estructurals i
funcionals. Les quinases de la familia serina/treonina quinases, en particular, la proteina
quinasa A (PKA de I’anglés protein kinase A o proteina quinasa dependent de cAMP) i la
proteina quinasa C (PKC de I’anglés protein kinase C) es troben implicades en la regulacio
dels canals ionics activats per lligand (Swope i cols., 1999; Nelson i cols., 2003) i en I’exocitosi
de transmissor (Tanaka i Nishizuka, 1994; Byrne i Kandel, 1996). Aixi mateix, la

neurotransmissié depén fortament de 1’entrada del Ca™ del medi extern a través de la via
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presinaptica dels VDCCs (Katz i Miledi, 1970), especialment del canal tipus P/Q (Uchitel i
cols., 1992; Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i cols., 1995; Hong i Chang, 1995). Per tant,
molécules com els mMAChRs, els receptors purinérgics, les serina/treonina quinases (PKA i
PKC) i els VDCCs estan implicades en la modulaci6 de la transmissié. Per un altre banda, els
receptors dels factors trofics com els receptors presinaptics de les neurotrofines (Bibel i Barde,
2000; Roux i Barker, 2002; Pitts i cols., 2006) i els receptors presinaptics de les citoquines
trofiques (Stoop i Poo, 1995; Nai i cols., 2010) responent als seus mediadors, també poden
cooperar en el control local de la neurotransmissio. No obstant, aquesta tesi es centrara en la
relacid funcional dels receptors purinérgics (en concret, els receptors d’adenosina) en les vies
de senyalitzaci6 muscariniques, de les proteines quinases (PKA i PKC) i els VDCCs en la
neurotransmissié de la NMJ adulta.

3.1 Receptors muscarinics (NAChRS)

Els mAChRs presinaptics estan implicats en la modulacié de I’alliberament del
neurotransmissor i en 1’eficacia sinaptica en les sinapsis colinérgiques (Caulfield, 1993). Fins
ara, s’han descrit cinc subtipus de mAChRs (M1-MS5) dels quals s’han clonat i expressat els
seus gens. Els mAChRs pertanyen a la denominada superfamilia de receptors acoblats a les
proteines G (Duclert i Changeux, 1995; Richmond i Jorgensen, 1999), tots ells son receptors de
membrana amb una estructura en comu, amb set dominis transmembrana i els extrems N-
terminal i C-terminal dins i fora de la neurona, respectivament. El tercer loop intracel-lular és
més llarg i constitueix el nexe d’unié amb les proteines G, acoblament necessari per ’activacio
dels mecanismes efectors (Ashkenazi i cols., 1989) (veure un exemple de I’estructura del
receptor metabotropic a la figura 1.4). Els mAChRs es divideixen en dos grups: el primer grup
inclou els receptors M1, M3 i M5, que preferiblement estan acoblats a les proteines G no
susceptibles a la toxina pertussis de la familia G4, pero que estimulen a la fosfolipasa C (PLC
de I’anglés phospholipase C) i en conseqiiencia a la PKC. EIl segon grup son els receptors M2 i
M4, la seva activacié esta acoblada a les proteines G sensibles a la toxina pertussis de la
familia G;/G, per inhibir 1’activitat de 1’adenilat ciclasa i a la PKA (Wess, 1996; Caulfield i
Birdsall, 1998; Nathanson, 2008). Aquesta especificitat als diferents tipus de proteines G no és
absoluta, els receptors M2 i M4 poden acoblar-se feblement a la PLC (Ashkenazi i cols., 1987;

Katz i cols., 1992).
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Segons la literatura, s’ha descrit que els mAChRs estan relacionats amb la inhibicid i
I’augment de 1’alliberacid d’acetilcolina en diversos circuits colinérgics del sistema nervios
central i periféeric. L’augment de 1’alliberacié de neurotransmissor esta relacionat amb el
receptor M1 en els terminals nerviosos periférics vagals (Ren i Harty, 1994). Per altra banda,
en quant a la inhibicid s ha descrit que en les neurones basals del prosencéfal hi esta involucrat
el receptor M2 (Allen i Brown, 1993; Allen, 1999), en el neostriat el receptor M3 (Hsu i cols.,
1995) i en el cortex cerebral, en I’hipocamp i en I’estriat el receptor M1 (Vannucchi i Pepeu,
1995). En la NMJ d’amfibi (Slutsky i cols., 1999) i de ratoli (Minic i cols., 2002), els receptors
Ml i M2 estan implicats en l’augment i la inhibici6 d’alliberaci6 d’acetilcolina,
respectivament.

En estudis previs d’expressi6é i d’immunohistoquimica realitzats en el nostre grup,
s’ha observat la preséncia dels mAChRs (tipus M1, M2, M3 i M4) en la NMJ neonatal i adulta
concretament, s’han localitzat en la cél-lula glial perisinaptica i en els nervis terminals (Garcia i
cols., 2005), sent aquesta Ultima localitzaci6 condicid necessaria per la seva participacio directa
en la neurotransmissio.

En estudis funcionals del nostre laboratori s’ha vist que en la NMJ adulta de rata, els
receptors presinaptics M1 i M2 modulen I’alliberacié evocada de transmissor mitjangant un
feedback positiu i negatiu, respectivament (Slutsky i cols., 1999; Minic i cols., 2002; Santafé i
cols., 2003, 2006). El receptor M2 inhibeix 1’alliberacié ja que el bloqueig selectiu amb la
metoctramina (MET de I’anglés methoctramine) augmenta I’alliberacio. Pel contrari el receptor
M1 la augmenta donat que el bloqueig selectiu amb la pirenzepina (PIR de I’anglés
pirenzepine) disminueix I’alliberacio. Els dos mecanismes operen en paral-lel, i I’estimulacio i
el bloqueig inespecific amb 1’oxotremorina-M (OXO-M de I’anglés oxotremorine-M) i amb
I’atropina (AT de [I’anglés atropine) disminueix i augmenta [’alliberacié evocada,
respectivament. Per tant, quan I’acetilcolina endogena modula la funcié M1-M2 predomina la
funcié de M2, relacionada amb la inhibicié tonica de la neurotransmissio evocada (Santafé i
cols., 2003, 2006; Garcia i cols, 2005; Tomas i cols., 2014). Els receptors M3 i M4 no sén
funcionals en la NMJ adulta, ja que el blogueig selectiu d’aquest receptors no afecta a
I’alliberacio, tot i que son presents en la NMJ (Santafé i cols., 2003, 2004; Garcia i cols., 2005;
Tomas i cols., 2014). No obstant, el receptor M4 és operatiu en certes NMJ neonatals,
participant en el procés d’eliminacio sinaptica (Santafé i cols., 2004). En estudis previs, s’ha
observat que el receptor M2 reverteix la seva funcid quan hi ha una baixa alliberacié

d’acetilcolina o bé, un baix nivell d’acetilcolina en la fenedura sinaptica. Hi ha diversos
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exemples: (1) en sinapsis neonatals en desenvolupament; (2) al bloquejar la PKA,; (3) quan hi
ha un augment de Mg*? extern; (4) en condicions de baix Ca*? extern; (5) amb un augment de
I’activitat de I’AChE en la fenedura sinaptica; i (6) un bloqueig del TrkB (de I’anglés
Tropomyosin receptor kinase B) (Santafé i cols., 2006, 2007; Garcia i cols., 2010).

Aixi mateix, també s’ha estudiat la participacié funcional dels mAChRs en diferents
vies de senyalitzacid, com s6n els VDCCs, les proteines quinases (PKA i PKC) i el receptor de
les neurotrofines TrkB. En la NMJ adulta, s’ha observat una relacio funcional entre els tipus
MI i M2 amb els VDCCs. Experimentalment, s’ha vist que el receptor M1 depén dels canals
P/Q, mentre que el receptor M2 esta relacionat amb la quantitat d’entrada de Ca*? d’altres fonts
(Santafé i cols., 2003). A més, en estudis recents del nostre grup i d’altres, s’ha descrit que la
modulacié realitzada pels mAChRs en 1’alliberacid de neurotransmissor en els terminals
nerviosos (Minic i cols., 2002; Santafé i cols., 2003) esta intervinguda pel Ca'? (Santafé i cols.,
2003), per 1’accio de la PKA i de la PKC (Santafé i cols., 2006). Per tenir un funcionament
correcte en la neurotransmissio, els receptors M1 i M2 necessiten la integritat funcional de les
serina/treonina quinases PKC i PKA, i aquestes dels canals P/Q. Quan la funcid sinaptica és
normal (entrada normal de Ca*? i normal alliberaci6 d’acetilcolina) en preparacions de miiscul
ex-vivo, la PKC sembla no estar acoblada a la neurotransmissié només la funcié de la PKA
(Santafé i cols., 2005; 2006, 2007). En el nostre laboratori, s’ha observat que els receptors M1 i
M2 estan acoblats a les serina/treonina quinases en la NMJ adulta i aquest acoblament afecta a
la neurotransmissio. Un desequilibri funcional dels mAChRs (amb el bloqueig selectiu del
receptor M1 o del receptor M2) inverteix la funcié de les quinases (PKA i PKC). En aquest
cas, la PKC s’acobla a I’alliberacié de la neurotransmissié evocada, mentre que la PKA es
desacobla. Es a dir, en aquestes condicions, la PKA no pot inhibir ni potenciar 1’alliberacio,
degut a la falta d’efecte dels seus inhibidors i activadors, respectivament (Santafé i cols.,
2006). Sembla que el receptor M1 potencia 1’activitat de la PKC i aixi augmenta 1’alliberacid,
mentre que el receptor M2 minva l’activitat de la PKA 1 aixi es redueix 1’alliberacié. No
obstant, quan tots els mAChRs estan inhibits per I’AT, la PKA i la PKC es tornen actives
potenciant 1’alliberacié. El conjunt d’aquestes dades indiquen que el mecanisme muscarinic té
una funcio preservativa limitant la neurotransmissio, donat que el bloqueig dels receptors M1 i
M2 amb I’AT, comentat anteriorment, potencia 1’alliberacid. Aquest augment és coincident
amb 1’acoblament de la PKA i la PKC a la neurotransmissié evocada (Santafé i cols., 2009).

Per un altre banda, s’ha observat que tant el receptor M1 com M2 potencien 1’alliberacid, quan
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la PKA es troba préviament inhibida. Aix0 indica que els receptors M1 i M2 funcionen
parcialment per reduir I’activitat de la PKA (Santafé i cols., 2007).

Com s’ha comentat abans, els receptors presinaptics de les neurotrofines també
participen en el control local de la neurotransmissio (Pitts i cols., 2006). EI TrkB que és
receptor d’alta afinitat de la neurotrofina 4 (NT-4 de I’anglés neurotrophin-4) i del BDNF (de
I’anglés Brain-derived neurotrophic factor), fins el moment és I’tinic receptor implicat en el
control immediat de I’alliberacié de 1’acetilcolina en 1’adult (Zhan i cols., 2003; Pitts i cols.,
2006). Recentment en el nostre laboratori, el TrkB s’ha localitzat principalment en els nervis
terminals de la NMJ adulta i s’ha estudiat la seva relacié funcional amb els mAChRs. S’ha
trobat una relacié d’interdependéncia entre les vies muscariniques i de BDNF-TrkB, on el
funcionament normal del mecanisme muscarinic és un prerequisit per 1’acoblament del TrkB a
la neurotransmissio. | de forma reciproca, el funcionament normal del TrkB modula la via de
senyalitzacié muscarinica dels receptors M1 i M2 (Garcia i cols., 2010).

La via muscarinica ha sigut estudiada en diverses malalties neurodegeneratives com
I’ Alzheimer, el Parkinson i el Huntington, aixi com trastorns psiquiatrics com I’Esquizofrénia.
Aquestes malalties han estat relacionats amb una alteracié dels nivells d’acetilcolina o la
modificacio de 1’expressio i la funcidé dels mAChRs en determinades regions del sistema
nervids (Tata i cols., 2014). Per exemple, en la malaltia de 1’Alzheimer s’ha descrit que hi ha
una disminucio dels nivells del receptor presinaptic M2, i els nivells del receptor postsinaptics
M1 romanen relativament inalterats (Svensson i cols., 1992; Mulugeta i cols., 2003; Volpicelli i
Levey, 2004; Overk i cols., 2010). En diversos estudis, s’ha descrit que un augment en el tonus
colinérgic en el cervell, pot ser beneficidos per una millora dels déficits cognitius. Lis de
tractaments amb agonistes del receptor postsinaptic M1 o bé, amb antagonistes del receptor
presinaptic M2 indueixen un augment en 1’alliberaci6 d’acetilcolina, el qual activa al receptor
M1 aixi com, als receptors nicotinics, promovent una millora dels efectes cognitius

(Sheardown, 2002).

3.2 Proteines quinases

Una proteina quinasa és un enzim que modifica quimicament altres proteines afegint-
hi un grup fosfat de I’ATP, fosforilant-les. Aquesta reaccid li déna carregues negatives a la
proteina, alterant aixi la seva conformaci6. Es produeix un canvi funcional causat per un canvi
en lactivitat de I’enzim, /o0 en la localitzacié cel-lular o per 1’associacié amb altres proteines

(Edelman i cols., 1987). L’activitat metabolica de la proteina unida al fosfor, €s una de les vies
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de regulacio més importants utilitzada per les cél-lules en la regulacio de processos bioquimics
i fisiologics, com a resposta a senyals extracel-lulars (Hemmings i cols., 1989). L’estat de
fosforilacié d’una proteina depén de ’accié de les proteines quinases i de les fosfatases.
Aquestes Ultimes, desfosforilen la proteina hidrolitzant el pont fosfoéster i deixant lliure la
proteina.

Les proteines quinases es divideixen en dues families diferents: les serina/treonina
quinases (Ser/Thr quinases) i les tirosina quinases (Tyr quinases). La primera familia (Ser/Thr
quinases) fosforila la proteina o substrat en un residu serina o treonina, i esta formada per dues
subfamilies: les proteines quinases dependents de segon missatger i les proteines quinases
independents d’aquest. La segona familia (Tyr quinases) fosforila la proteina en un residu
tirosina. Part d’aquest treball es centrard en les proteines quinases dependents de segon
missatger (PKA i PKC).

L’activitat alterada d’una proteina quinasa pot ser causa d’una malaltia, com per
exemple de cancer (Manning i cols., 2002). Aquests tipus de proteines regulen molts aspectes
del control de creixement, moviment i mort de la cél-lula. En el sistema nervids, tal i com en
altres cel-lules, les proteines quinases regulen la diferenciacié morfoldgica, la supervivencia, la
reparacio i la plasticitat sinaptica (Fukunaga i Miyamoto, 1998; Sardari i cols., 2003; Du i
Grandis, 2015). Concretament, en la NMJ ’activacié de la PKA i la PKC tenen efectes oposats
en la estabilitat postsinaptica dels nAChRs, i aix0 contribueix a I’estabilitzacié o a 1’eliminacid
sinaptica durant el procés de desenvolupament (Li i cols., 2001; Nelson i cols., 2003, 2005). Per
un altre banda, en circuits neuronals les quinases presinaptiques PKA i PKC poden cooperar en

la modulaci6 de la conductancia dels canals de calci, sodi i potassi (Byrne i Kandel, 1996).

3.2.1 Proteina quinasa A (PKA)

La PKA en el seu estat inactiu és un tetramer format per un dimer de subunitats
reguladores i dos subunitats catalitiques. Cada una de les subunitats reguladores es poden unir
a dues molecules de cAMP (de I’anglés cyclic adenosine monophosphate). Quan aixo succeeix
hi ha un canvi conformacional on [’afinitat de la subunitat reguladora sobre la catalitica
disminueix, les subunitats catalitiques es dissocien de les reguladores i I’enzim es torna actiu
(Kim i cols., 2005). Una vegada s’ha alliberat la subunitat reguladora, la subunitat catalitica
activa pot fosforilar a altres proteines diana de la membrana, en el citoplasma i en el nucli
(Sjoberg i cols., 2010; Bastidas i cols., 2015).

27



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Dipdsit L 1: T -2016 e
iposit Lega ?fapfol I. Introducci6

En els mamifers s’han descrit diferents isoformes de la subunitat catalitica i de les
subunitats reguladores de la PKA. Segons la literatura i en estudis previs en el laboratori, s’ha
observat una diferent expressié i localitzacié subcel-lular de les diferents isoformes de les
subunitats catalitiques i reguladores de la PKA en els diferents components de la NMJ
(Imaizumi-Scherrer i cols., 1996; Hoover i cols., 2001; Perkins i cols., 2001; Barradeau i cols.,
2002; Lanuza i cols., 2014, Besalduch, 2009; Tesi doctoral).

En estudis funcionals previs en el nostre grup, s’ha observat que en condicions
normals la PKA afecta a I’alliberaci6 potenciant-la (Santafé i cols., 2006, 2007). Aix0 indica
que la PKA té un paper constitutiu en promoure el component d’alliberament normal. Hi ha
diferents candidats que poden estimular a la PKA com les neurotrofines (NT-4, NT-3 i BDNF)
a través de la via tirosina quinasa (Boulanger i Poo, 1999; Pitts i cols., 2006). Per un altre
banda, hi ha circumstancies en les quals s’ha observat que la PKA es troba desacoblada de la
neurotransmissié evocada: (1) quan hi ha un desequilibri funcional en el sistema muscarinic
donat per un bloqueig selectiu dels receptors M1 0 M2; (2) quan I’entrada de Ca*? és
insuficient o quan es bloquegen els VDCCs tipus P/Q. El que indica que la PKA, al igual que
la PKC, necessittn una quantitat suficient de Ca' per modular I’alliberacié de
neurotransmissor i aixi com, una dependéncia del canal P/Q (Santafé i cols., 2006). Aixi
mateix, el canal P/Q pot ser diana final de les quinases que poden regular els VDCCs a través
de la fosforilacio (Yokoyama i cols., 2005). Pel contrari, hi ha altres condicions en les quals
PKA es troba acoblada a la neurotransmissié: (1) quan el mecanisme muscarinic esta
completament inhibit per I’AT; (2) en condicions d’alt Ca*? extern; i (3) en preséncia del seu
estimulador  especific ~ (Sp-8-BrcAMPs  de I’anglés  Adenosine 3,  5’-cyclic
Monophosphothioate, 8 Bromo-, Rp-Isomer, Sodium Salt) (Santafé i cols., 2006, 2007, 2009).
Hi ha estudis previs en el grup, en els quals s’ha estudiat la relacié funcional de la PKA amb
altres molécules implicades en la modulacié de la neurotransmissié. S ha trobat certa relacid
dependent de la PKC amb la PKA en el control de la neurotransmissi6. La PKA pot modular
I’alliberament independentment de ’activitat de la PKC. Pero, la PKC depén de I’activitat de la
PKA, per esdevenir 1’acoblament i potenciar I’alliberacié evocada d’acetilcolina (Santafé i
cols., 2009). Aixo0 indica, la implicacié coordinada de la PKA i la PKC en la cascada
intracel-lular que modula la neurotransmissio. En preparacions on s’estimula la PKA amb el
seu agonista (Sp-8-BrcAMPs), la PKC es torna activa. Aquest estudis mostren que la PKA
influeix sobre ’activitat de la PKC. Un augment en [’activitat de la PKA, pot induir un

augment de I’entrada Ca*? (i d’acetilcolina) i aquest Ca*? pot activar a la PKC (Santafé i cols.,
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2009). A més, s’ha descrit que les serina/treonina quinases i el receptor TrkB cooperen en
I’alliberacié de neurotransmissor en la NMJ adulta. L’activacidé de la PKA (que resulta una
potenciacié de I’alliberacid) necessita que la via del TrkB sigui funcional. | pel contrari, una

conseqiiéncia de I’activacio del TrkB pot ser la estimulacié de la PKA (Santafé i cols., 2014).

3.3.2 La familia de la proteina quinasa C (PKC)

La PKC és essencial per la traduccié de senyal en una varietat de cél-lules, inclouen
les neurones i els miocits. En la NMJ, aquesta proteina esta involucrada en I’alliberacid
presinaptica d’acetilcolina depenent del Ca*?, la contraccié postsinaptica de la fibra muscular
també depenent del Ca*® i en el procés d’eliminacié sinaptica durant el desenvolupament
neonatal (Besalduch i cols., 2010). S’han descrit diferents isoformes per les PKCs, les quals
s’agrupen en tres families: (1) les classiques on la seva funci6 esta regulada pel Ca*? i també
pel diacilglicerol (DAG de I’anglés diacylglycerol) o pels ésters de forbol i la fosfatidilserina
(PS de I’angles phophatidylserine) (Pu i cols., 2006; Lanuza i cols., 2014); (2) les noves que
estan regulades pel DAG o els ésters de forbol i la PS i s6n independents al Ca** (Lanuza i
cols., 2014); i (3) les atipiques que només requereixen PS (Lanuza i cols., 2014). En aquesta
tesi, s’estudiara la relacié funcional de la familia de les PKCs amb els receptors d’adenosina.

La PKC es localitza en molts teixits i tipus cel-lulars, com per exemple en les fibres
musculars i les neurones motores (Mellor i Parker, 1998), en el muscul cardiac (Perrini i cols.,
2004), en els vasos sanguinis, la epidermis (Ekstrom i cols., 1992), en la melsa i en els testicles
(Hilgenberg i Miles, 1995; Nishizuka, 1995) entre d’altres. En estudis d’immunohistoquimica
realitzats en el nostre grup, s’ha descrit la distribucio cel-lular de les diferents isoformes de la
PKC en els diferents components de la NMJ adulta (Lanuza i cols., 2000, 2010, 2014;
Besalduch i cols., 2010, 2013).

En estudis funcionals previs en el nostre laboratori, s’ha observat que la PKC
augmenta [’alliberacié evocada quan és altament activada pel forbol éster, PMA (de I’anglés
Phorbol 12-myristate 13-acetate) (Santafé i cols., 2006). No obstant, com s’ha comentat abans,
quan la funcié sinaptica és normal (entrada normal de Ca*? i normal alliberacié d’acetilcolina)
s’ha vist que la PKC es troba desacoblada del mecanisme d’alliberacié d’acetilcolina. En
aquest cas, quan s’inhibeix totalment la PKC amb la calfosteina (CaC de I’anglés calphostin C)
els parametres d’alliberacid no canvien. A més, s’ha descrit que la PKC és dependent del Ca*?
que entra a través dels VDCCs tipus P/Q durant I’activitat evocada, treballant prop del seu

nivell maxim, a concentracions normals de Ca*? (Santafé i cols., 2005). Atés que la PKC (igual
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que succeeix amb la PKA) es desacobla de I’alliberacié quan els canals P/Q estan préviament
bloguejats (Santafé i cols., 2006). No obstant, hi ha circumstancies en les quals s’ha observat
que la PKC s’acobla a I’alliberacié: (1) quan es produeix un desequilibri funcional dels
mAChRs (bloqueig del receptor M1 0 M2); (2) en una situacié d’alta concentracié de Ca*?
extern (I’alliberacié augmenta perqué augmenta ’activitat de la PKC); (3) amb la estimulaci6
del PMA,; i (4) durant una continua activitat sinaptica (Santafé i cols., 2006, 2007, 2009;
Besalduch i cols., 2010; Lanuza i cols., 2014). Pel que fa a la possible relacio de la PKC amb
altres molecules implicades en el control de la neurotransmissio i tal com s’ha comentat
anteriorment, 1’activitat de la PKC depén de la estimulacié de la PKA (Santafé i cols., 2009).
Recentment, s’ha estudiat la possible implicacié de la PKC amb el receptor TrkB en la
modulacié de D’alliberacié evocada. S’ha observat que en condicions basals, la via de
senyalitzacié del TrkB necessita la via intracel-lular de la PKC operativa per acoblar-se al

mecanisme i potenciar 1’alliberacié (Santafé i cols., 2014).

3.3 Canals de calci dependents de voltatge (VDCCs)

Els VDCCs sén un grup de canals ionics que es troben en les cél-lules excitables
(midcits, neurones, glia, etc.) amb permeabilitat al Ca*?. Normalment, es troben tancats quan
estan en repos i s’activen davant d’una despolaritzacio del potencial de membrana. L’obertura
d’aquest canal permetra 1’entrada del Ca*? i donara lloc a la contraccié muscular, I’excitacid
neuronal, I’expressio genica o I’alliberament de neurotransmissor (Urbano i cols., 2008). Els
VDCC:s es troben a les zones actives dels axons motors (Heuser i cols., 1974; Catterall, 1999b;
Long i cols., 2008) i son necessaris per permetre ’entrada de Ca*? que estimulara la fusi6 de les
vesicules sinaptiques amb [’axolema, i la posterior alliberacié d’acetilcolina a la fenedura
sinaptica (Urbano i cols., 2008).

Els VDCCs estan formats per diferents subunitats: oy, 0,8, B141 v. L’og és la que
conforma el porus i a la qual s’uneixen la majoria dels agents farmacologics, 1’08 i 1a B1.4 SON
dues subunitats estructurals-reguladores, i la unitat y és la subunitat moduladora del Ca*?
(Catterall, 2000; Sandoval-Romero i Félix-Grijalva, 2003). Aquests canals s’han classificat
segons les seves propietats electrofisiologiques i farmacologiques en els subtipus: els canals
activats per baix voltatge (LVA de I’anglés low-voltatge-activated) com sén els canals T
(Huguenard, 1998), i els canals activats per alt voltatge (HVA de I’anglés high-voltatge-
activated) on s’inclouen els tipus L, N i P/Q (Hofmann i cols., 1994; Catterall, 1995).

Aquesta nomenclatura per lletres va ser utilitzada inicialment al descriure els diferents canals,

30



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

biposit Legal: T 65-2016 Capitol 1. Introducci6

utilitzant les inicials dels teixits on es van localitzar (Nowycky i cols., 1985). Més endavant, es
va designar un altre nomenclatura tenint en compte les subunitats o; que conformen el porus
del canal (Birnbaumer i cols., 1994). Finalment, existeix una altre nomenclatura que s’ha basat
en les seqiiencies de les proteines (Ertel i cols., 2000) i s’han anomenat com Cay, fent
referéncia a 1’i6 del que son permeables i la dependéncia de voltatge. A la taula 1.1 es mostren
les correspondéncies entre les diferents nomenclatures.

Els canals L, N, P/Q i R s’expressen de forma diferent en el muscul adult i en el
neonatal. En diversos estudis es demostra que la neurotransmissio en la sinapsi de mamifers
adults, esta relacionada amb el Ca*? que entra pels VDCCs de tipus P/Q, ja que el bloqueig
farmacologic amb la o-Agatoxina IVA (o-Aga IVA de I’anglés w-Agatoxin IVA) anul-la la
neurotransmissio en ratolins adults (Uchitel i cols., 1992; Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i

cols., 1995; Hong i Chang, 1995) i en mUsculs humans (Protti i cols., 1996).

Canal Subunitats a; Cay
L 0, Oac, Oup 1 OaF 11,12,13i14
PIQ O1A 21
N 1B 2.2
R O1E 2.3
T 016, 01H1 Oap) 3.1,32,33

Taula 1.1. Correspondéncia de les diferents nomenclatures dels VDCCs. Taula adaptada de la
publicaci6 d’Urbano i cols. (2008).

També, els canals P/Q modulen la transmissi6 sinaptica, controlant la fusi6é de les
vesicules amb la membrana plasmatica mitjancant la seva relacié amb el complex SNARE
(Bennett i cols., 1992a,b; Sheng i cols., 1994; Spafford i cols., 2003; Ramakrishnan i cols.,
2012). Altres estudis demostren que ni el canal L ni el canal N participen en les sinapsis
adultes (Penner i Dreyer, 1986; Atchison, 1989; Bowersox i cols., 1995; Lin i Lin-Shiau, 1997),
pero si en ’activitat espontania de les mateixes (Protti i cols., 1991; Losavio i Muchnik, 1997).
A més, en estudis immunohistoquimics en el nostre grup, s’ha localitzat el canal N en els
terminals nerviosos d’alguns musculs adults tot i no ser funcionals (Santafé i cols., 2005). En
el cas del canal L s’ha descrit que promou 1’endocitosi, descrivint per primera vegada un rol

modulador d’aquest canal en I’alliberament de 1’acetilcolina en els terminals nerviosos adults
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(Perissinotti i cols., 2008). En estudis funcionals en el nostre grup, s’ha vist que el bloqueig
selectiu del canal P/Q amb I'w-Aga IVA redueix I’amplada de I’EPP significativament
(aproximadament un 75%), mentre que el bloqueig selectiu del canal N amb I’w-Conotoxina
GVIA i del canal L amb la nitrendipina no afecta a 1’alliberacié d’acetilcolina, fent aquests
canals (L i N) no operatius en la NMJ adulta de rata (Santafé i cols., 2003, 2005).

Tot i que, els canals P/Q sén els responsables de la neurotransmissio en 1’adult, hi ha
diferents condicions experimentals o patologiques en les quals s’ha vist que estan implicats
altres canals a part del P/Q. Per exemple en condicions de reinnervacio, s’ha observat que la
neurotransmissié també esta acoblada al canal L (Katz i cols., 1996). En estudis realitzats en la
nostra Unitat, també s’ha vist I’aparici6 dels canals L i N acoblats a la neurotransmissié durant
el periode de recuperacié després d’un bloqueig de la neurotransmissio, per 1’administracio de
la toxina botulinica en masculs adults (Santafé i cols., 2000). Urbano i col-laboradors al 2001
relacionen el canal L amb la neurotransmissié en 1’adult quan s’inhibeixen les proteines
fosfatases i el Ca* intracel-lular estant compromés amb el quelant BAPTA. Un altre situacié
on s’ha observat una modificaciéo dels VDCCs és quan la subunitat a;a del canal P/Q és
eliminada geneticament. En aquest cas, la neurotransmissié depéen dels canals N i R (Urbano i
cols., 2003).

En estudis previs en el grup, s’ha trobat que els VDCCs del tipus P/Q, els mAChRs, la
PKA i la PKC estan funcionalment vinculats a un mecanisme especific que modula
I’alliberaci6 de transmissor en la NMJ adulta (Santafé i cols., 2006). Per exemple, com abans
s’ha comentat, el mecanisme dels receptors M1 i M2 depenen del canal P/Q. Atés que els
mAChRs es desacoblen de I’alliberacio en preséncia del bloquejador del canal P/Q (0-Aga
IVA), encara que sembla ser que el receptor M2 pot respondre als ions de Ca*? d’altres fonts
(Santafé i cols., 2003). En un altre estudi en el nostre laboratori, s’ha mostrat que la PKA i la
PKC influeixen en 1’alliberacio, depenent dels canals P/Q perque en preséncia de I’m-Aga IVA

ambdues quinases es desacoblen de la neurotransmissié evocada (Santafé i cols., 2006).

4. L’ADENOSINA I ELS RECEPTORS PURINERGICS

L’adenosina és un nucleosid endogen format per la unié de 1’adenina amb un anell de
ribosa a través d’un enllag B-N-glicosidic (Della Latta i cols., 2013). Es sintetitza a partir de la
degradacié d’aminoacids com la metionina, treonina, valina i isoleucina, aixi com, 1’adenosin

monofosfat (AMP de I’anglés adenosine monophophate).
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Tant ’adenosina com els seus derivats sOn constituents essencials de la cél-lula viva,
ja que tenen un paper clau en la formacié de molécules biologiques tan rellevants com els
nucleotids ATP i cAMP, els cofactors com el dinucledtid nicotamida-adenina (NAD" de
I’anglés nicotinamide adenine dinucleotid) i els acids nucleics.

En el metabolisme cel-lular, a més d’actuar com a intermediaris de rutes
metaboliques, formen part de cofactors necessaris per a diverses reaccions enzimatiques com
d’oxidacié-reducci6 (deshidrogenades dependents de NAD®, dinucleotid de nicotinamida-
adenina fosfat i flavin adenin dinucleotid) o en reaccions de metilacio, en les que participen
com a donadors de grups metil (S-adenosilmetionina) (Arch i Newsholme, 1978). L’adenosina
té un paper important en la transferéncia d’energia, és a dir, en la transicio de I’ATP a
I’adenosina difosfat (ADP de I’anglés adenosine diphosphate), sent el nucleotid ATP la
principal reserva energética de la cél-lula (Della Latta i cols., 2013). A més, tenen importancia
com a segons missatgers (CAMP) en diverses rutes bioquimiques (Pull i Mcllwain, 1972), i la
responsabilitat en ’emmagatzematge i la transmissio de la informacié genética, desenvolupant

també un paper clau en la sintesi proteica com a constituents dels acids nucleics.

4.1 Fonts d’adenosina

L’adenosina es va formant continuament tant intracel-lularment com
extracel-lularment. La concentracié d’adenosina en els dos compartiments es deu als enzims
que controlen la seva sintesi i degradacid, aixi com als transportadors de nucleodsids de
membrana. La produccié intracel-lular d’adenosina és a través de la desfosforilacié enzimatica
del seu precursor immediat I’AMP (Schubert i cols., 1979; Ribeiro i cols., 1996; Zimmerman i
cols., 1998), 0 bé a través de la funci6 S-adenosilhomocisteina hidrolasa de la qual es genera
I’adenosina i 1’homocisteina (Broch i Ueland, 1980; Antonioli i cols., 2008; Fredholm, 2014).
L’acci6 de ’adenosina s’acaba quan és absorbida per les cél-lules adjacents (Ribeiro i Walker,
1975; Wu i Phillis, 1984), es sotmet a una rapida fosforilacio a AMP per I’adenosina quinasa
(Spychala i cols., 1996) o bé, es degrada a inosina per I’adenosina deaminasa (Newsholme,
1978; Sebastiao i Ribeiro, 1988; Lloyd i Fredholm, 1995; Noji i cols., 2004).

En el medi extracel-lular 1’adenosina es pot obtenir per I’alliberacié per part de la
cél-lula o per la degradacio de I’ATP, ’ADP i I’AMP mitjancant diverses ectonucleotidases.
En la NMJ, és conegut que I’ATP és coemmagatzemat conjuntament amb 1’acetilcolina en les

vesicules colinérgiques (ratio 1 ATP:10 acetilcolina) (Dowdall i cols., 1974; Nagy i cols., 1976;
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Volknandt i Zimmermann, 1986) i és coalliberat amb 1’acetilcolina a la fenedura sinaptica
durant I’estimulaci6 nerviosa (Ribeiro i Sebastido, 1987; Meriney i Grinnell, 1991; Silinsky,
1991; Redman i Silinsky, 1994). També, I’ATP és alliberat des de les fibres musculars
activades (Smith, 1991; Cunha i Sebastido, 1993; Santos i cols., 2003) i des de les cél-lules de
Schwann perisinaptiques (Liu i cols., 2005), el qual posteriorment, és degradat a adenosina a
través de la cascada de les ectonucleotidases. En la figura 1.3 es mostra un esquema de la

formacio i del catabolisme de 1’adenosina.

Tl ecto ATPasa

Receptors d’adenosina
ADP

T ecto ADPasa

adenosina
5" nucleotidasa

deaminasa

Exterior

Transportador
d’adenosina

5’ nucleotidasa adenosina

‘—}D deaminasa N
€
5-AMP

S
>
adenosina 2 . .
.\g@“’ Purina nucleosid
0 .
& fosforilasa
L
Ao Hipoxantina

IMP

guinasa

deaminasa

S-adenosilhomocisteina

Homocisteina

Figura 1.3. Formacié i catabolisme de I’adenosina. Esquema adaptat de la publicaci6 de Sachdeva i Gupta (2013).
Abreviacions de I’anglés: IMP: inosine-5’-monophosphate, ATP: adenosine triphosphate, ADP: adenosine
diphosphate, AMP: adenosine monophosphate.

Com s’ha comentat, els reservoris de 1’adenosina extracel-lular i intracel-lular també
estan regulats per dos tipus de transportadors: els transportadors equilibratius de nucleosids
(ENTs de I’anglés equilibrative nucleoside transporters), que porten els nucleosids a través de
la membrana en ambdues direccions depenent del gradient de concentracié (Baldwin i cols.,
2004), i els transportadors concentratius de nucledsids (CNTs de I’anglés concentrative
nucleoside transporters) (Paes-De-Carvalho, 2002), els quals promouen ’entrada de nucleosid
cap a Iinterior cel-lular en contra del seu gradient dependent de Na* (Ritzel i cols., 1997; Gray i

cols., 2004; Fredholm i cols., 2011). Per tant, els transportadors d’adenosina també promouen
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I’absorci6 de I’adenosina, la direccio del transport sera dependent del gradient de concentracio
en els dos costats de la membrana (Gu i cols., 1995).

Els nucleotids i nucleosids purinics, I’ATP, ’ADP i I’adenosina actuen com a
neuromoduladors a través d’uns receptors de membrana anomenats purinérgics. Mitjangant els

quals participen en un gran nombre de processos patologics i fisiologics (Burnstock, 1978).

4.2 Classificacié dels receptors purinérgics

Com ja s’ha comentat anteriorment, ’adenosina i els nucleotids intervenen en
nombrosos efectes bioldgics actuant a través de receptors de membrana especifics, anomenats
els receptors purinergics. Burnstock va proposar la primera classificacié d’aquests receptors en
dos families: els receptors P1 o d’adenosina (P1R de I’anglés purinergic P1 receptors), que
reconeixen com a principal lligand natural 1’adenosina. La segona familia, els receptors P2
(P2R de I’anglés purinergic P2 receptors), que reconeixen com a lligand ’ATP o I’ADP
(Burnstock, 1978). Posteriorment, els receptors per les pirimidines es van incloure dins de la
familia dels receptors P2 (Fredholm i cols., 1994, 1997).

Els receptors P1 i P2 formen dos grans families de receptors i es subdivideixen segons
les seves evidencies moleculars, bioquimiques i farmacoldgiques (Matsumoto i cols., 2012).
Els receptors P1, que es comentaran més endavant, han sigut clonats i caracteritzats per
diferents espéecies (Olah i Stiles, 2000; Fredholm i cols., 2001; Yaar i cols., 2005). Aquests
receptors es divideixen en quatre subtipus: A;, Aza, Agg | Ag, tots ells acoblats a les proteines
G. Els receptors A; i Aya posseeixen gran afinitat per I’adenosina, mentre que els receptors Ajg
i A; mostren una relativa baixa afinitat (Fredholm i cols., 2011). Diversos autors proposen que
el paper dels receptors Ajg i Az tenen importancia en situacions d’estrés fisiologic o patologic,
en les quals la concentracié d’adenosina es veu augmentada (Fredholm i cols., 2007; Gessi i
cols., 2008). Tot i que el principal Iligand dels receptors P1 és I’adenosina, s’ha vist que la
inosina també pot activar al receptor A; (Fredholm i cols., 2001; Cinalli i cols., 2013).

Encara que en aquesta tesi es centrara 1’interés en els receptors P1, és interessant fer
una breu descripci6 dels receptors P2 degut a la seva importancia biologica. Els receptors P2
formen una familia amplia de 13 receptors diferents (Burnstock i King, 1996). Abbracchio i
Burnstock (1994), en base al mecanisme de traduccié i de clonacié molecular van dividir
aquest receptors en dues families: la primera, els receptors P2X,_; (formats per 7 subtipus) que

son canals ionics activats per Iligand i amb permeabilitat al Na*, K* i Ca* (Bean, 1992). | la

35



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Dipdsit L 1: T -2016 e
iposit Lega ?fapfol I. Introducci6

segona familia, els receptors P2Y g (formats per 8 subtipus) estan acoblats a les proteines G i
relacionats amb I’activacié de la PLC, per tant, amb la formaci6é d’inositol trifosfat (IP5 de

I’anglés inositol triphosphate) (O’Connor i cols., 1991).

4.2.1 Classificacié i estructura dels receptors d’adenosina A, Ass, Az i Az

La classificacio original dels receptors A; i A, va ser descrita per van Calker i
col-laboradors al 1979. En uns estudis van mostrar que 1’activacié d’aquests receptors per
I’adenosina i pels seus derivats, inhibien (via A;R) o estimulaven (via A,R) I’activitat adenilat
ciclasa en cultius cel-lulars de cervell (van Calker i cols., 1979). A més, els efectes de
I’adenosina podien ser antagonitzats per metilxantines, i la potencia dels analegs de 1’adenosina
era diferent pels dos receptors (van Calker i cols., 1979). Posteriorment, els receptors A, es van
subdividir en dos tipus A, i Azg, basant-se en 1’habilitat d’estimular la produccié de cAMP en
llesques de cervell a concentracions d’adenosina baixes i altes, respectivament (Daly i cols.,
1983). Més tard, mitjangant técniques de clonatge molecular es va identificar 1altim receptor
(A3) en linies cel-lulars (Zhou i cols., 1992). Posteriorment amb els anys, s’han definit i
caracteritzat els quatre tipus de receptors d’adenosina, tots ells acoblats a les proteines G:

1) El receptor A; esta acoblat a la proteina Gj,, produeix una inhibicié en I’activitat
adenilat ciclasa (Linden, 1991), una activacio de la PLC, un increment de la conductancia
de K" (Kurachi i cols., 1986) i una disminuci6 de la conductancia del Ca*? (Scott i Dolphin,
1989).

2) Els receptors A, i Az produeixen un augment de ’activitat de 1’adenilat ciclasa,
una activacio de la PLC, un increment depenent de I’IP5 i del Ca®" intracel-lular (Feoktistov
i Biaggioni, 1995). El receptor A, €s troba acoblat a la proteina G, (Daly i cols., 1983),
mentre que el receptor A,z s’acobla a les proteines Gs i Gg. En I’estriat el receptor Az pot
promoure els seus efectes predominantment a través de 1’activacio proteina Gy, la qual és
similar a G i s’acobla a I’adenilat ciclasa (Kull i cols., 2000). Per un altre banda, s’ha descrit
I’acoblament del receptor Az a les MAPKs (de I’anglés Mitogen Activated Protein
Kinases) (Feoktistov i cols., 1999) i es pensa que aquest receptor (A,g) roman silent en
condicions fisiologiques, i és activat a conseqiiencia d’un augment extracel-lular
d’adenosina (Ryzhov i cols., 2008).

3) El receptor A; es troba acoblat a les proteines Gy, i Gg, i com el receptor Ay,

disminueix I’activitat adenilat ciclasa. També s’ha demostrat que aquest receptor estimula
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directament la PLC i la fosfolipasa D (PLD de 1’anglés phospholipase D) (Sachdeva i
Gupta, 2013). S’han citat altres vies secundaries activades pel receptor Az, com és el
canal de K* sensible a I’ATP.
En quan a D’estructura dels receptors d’adenosina son polipeptids de 36 a 45 kDa amb
un extrem N-terminal extracel-lular (de 7-13 residus), un extrem C-terminal intracel-lular (32-
120 residus) i set segments transmembrana (hélix o de 21 a 28 aminoacids) que estan
connectats per tres loops hidrofilics extracel-lulars i tres citoplasmatics (Ralevic i Burnstock,
1998; Fredholm i cols., 2001; Burnstock, 2007). El domini N-terminal té llocs de N-
glucosilacio. EI domini C-terminal conté residus de serina i treonina, els quals poden servir
com llocs de fosforilacié per a proteines quinases i permeten la dessensibilitzacié (Baldwin,
1994; Schoneberg i cols.,, 2002). A més a més, ’extrem C-terminal i el tercer loop
intracel-lular permet ’acoblament dels receptors d’adenosina a les proteines G (Baldwin, 1994;
Schoneberg i cols., 2002). La uni6 del lligand al receptor, té lloc a través d’una cavitat en la
zona dels segments transmembrana en el domini extracel-lular (veure figura 1.4). Els receptors
d’adenosina difereixen entre ells en la longitud i la funcié del seu domini extracel-lular N-
terminal, el seu domini intracel-lular C-terminal i els loops intra/extracel-lulars (de Lera Ruiz i
cols., 2014). No obstant, en el cas del receptor A, presenta una porcié de I’extrem C-terminal
més llarga (d’uns 122 aminoacids) respecte als altres receptors d’adenosina, el que fa que el
seu pes molecular sigui lleugerament superior a la resta (Federico i Spalluto, 2012). A

continuacio, en la figura 1.4 es mostra un model de ’estructura del receptor d’adenosina.

Lloc de reconeixement de
I’agonista i ’antagonista

Extracel'lular

Intracel-lular

COOH:

Figura 1.4. Model estructural del receptor d’adenosina. El receptor conté un extrem N-terminal extracel-lular, un
extrem C-terminal intracel-lular i set dominis transmembrana (I-VII) d’aminoacids hidrofobics que cadascl constitueix
una hélix o, els quals es connecten amb tres loops hidrofilics extracel-lulars i intracel-lulars. La regi6 extracel-lular i
transmembrana es creu que és important per la uni6 de I’antagonista i I’agonista. L’S-S indica la preséncia d’hipotétics
ponts disulfur (Jacobson i cols., 1993). La glucosilacié succeeix en el segon loop extracel-lular. Model adaptat de
diferents publicacions (Ralevic i Burnstock, 1998; Burnstock, 2007; Della Latta i cols., 2013).
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Mitjangant técniques en biologia molecular s’ha demostrat que els receptors
d’adenosina poden funcionar com homodimers o heterodimers (Ciruela i cols., 1997; Canals i
cols., 2003). Poden estar units a altres receptors purinérgics (Yoshioka i cols., 2002; Nakata i
cols., 2005; Ciruela i cols., 2006) 0 bé a altres families de receptors, com els receptors
metabotropics de glutamat (Ciruela i cols., 2001; Cabello i cols., 2009; Suzuki i cols., 2013) 0
als receptors cannabinoides (Carriba i cols., 2007). Aix0 vol dir, que no es pot considerar que
els receptors de neurotransmissors tinguin una Unica funcié. Si no que la heteromeritzacié del
receptor, li pot conferir una entitat funcional diferent amb respecte a la caracteristica
bioquimica del component individual de I’heteromer (Ferré i cols., 2007).

Els receptors d’adenosina estan implicats en diferents malalties com el Parkinson, la
inflamacid, la isquémia (Federico i Sapalluto, 2012; Villar-Menéndez i cols., 2014), el cancer
(Sheth i cols., 2014). Aixi mateix, aquest receptors son atractives dianes terapéutiques de
malalties com la hipoxia, el Parkinson, 1’asma i I’Esquizofrénia (Fredholm i cols., 2001, 2003).
Un exemple que s’ha descrit és I’administracié d’antagonistes del receptor A4 en el tractament
de la malaltia del Parkinson que pot prolongar I’efecte de la duracié de I’accié del L-DOPA (de
I’anglés L-3,4-dihydroxyphenylalanine), un precursor de la dopamina, i disminuir diversos
simptomes motors com la marxa, els tremolors i la discinésia (Fox, 2013). En estudis recents,
s’ha demostrat que la cafeina i els antagonistes dels receptors A,a poden evitar 1’acumulacio
dels péptids 4B (de I’anglés amyloid S peptide) enli al voltant dels vasos sanguinis cerebrals,
els quals si no es tracten poden donar deficits cognitius (Chen, 2014; Laurent i cols., 2014). En
models in vivo d’Alzheimer en ratolins, el consum cronic de cafeina reverteix les lesions
cognitives i disminueix els nivells de 48 en el cervell (Arendash i cols., 2009; Cao i cols.,
2009; Chu i cols., 2012). A més, la cafeina promou la supervivencia neuronal i redueix el
procés de degeneracid en I’estriat i/o en el cortex, el qual contribueix a tenir efectes beneficials

contra la malaltia de I’ Alzheimer (Zeitlin i cols., 2011).

4.2.2 Vies de senyalitzacio dels receptors d’adenosina

Com s’ha comentat anteriorment, els receptors d’adenosina es troben acoblats a un
tipus determinat de proteines G (Gj, i G;). Aquest tipus de proteina esta constituit per tres
subunitats (a, B i y) i es troben ancorades en la part interna de la membrana citoplasmatica
principalment per la subunitat o de la proteina. Poden presentar dos estats: I’actiu i I’inactiu.

Quan D’estat €s inactiu, les tres subunitats estan en contacte fisic mitjangant unions débils. La
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subunitat a té un lloc d’uni6 a la guanosina difosfat (GDP de I’anglés guanosine diphosphate),
ocupat per aquesta molécula en I’estat inactiu. Quan s’activen els receptors d’adenosina
s’activa la proteina G promovent un canvi conformacional que facilita 1’alliberacié del GDP i
estimula la uni6é de la guanosina trifosfat (GTP de I’anglés guanosine triphosphate). Aquest
canvi GDP-GTP estimula la dissociacio de la subunitat a de les subunitats By. Posteriorment,
les subunitats ay 1 05 de les proteines G, i Gs interactuen amb 1’enzim adenilat ciclasa, que es
troba unida a la membrana cel-lular, per inhibir o estimular la formacié cAMP, respectivament,
a partir de I’ATP.

Per tant ’activacid dels receptors A,a i Ay (acoblats a Gg) estimulen la formacié del
cAMP, i aquest segon missatger activa a la PKA que pot fosforilar a CREB (de 1’anglés CAMP
response element binding protein). Pel contrari, I’activacio dels receptors A; i Ag inhibeixen la
produccié del cAMP donant lloc a una disminucié de 1’activitat de la PKA i de la fosforilacio
de CREB (Cunha, 2001; Paes-De-Carvalho i cols., 2002; Fredholm i cols., 2011). L’activitat
quinasa de la PKA intervé en la funcié diverses proteines cel-lulars, incloent canals ionics,
proteines de 1’aparell contractil i enzims catalitics de rutes bioquimiques (Henning, 1997). Per
un altre banda, la proteina CREB té un paper important en la regulacio de la transcripcié de
diversos gens com per exemple el BDNF (Lonze i Ginty, 2002; Greer i Greenberg, 2008). En la
taula 1.2 es mostra un resum dels efectes donats pels acoblaments de les proteines G, i a
continuacio es pot veure un esquema representatiu de la via de senyalitzacié descrita dels

receptors d’adenosina (figura 1.5).

Receptors d’adenosina Receptors d’adenosina

s
Extracel Tular v |

ESEN) Aza/Aop

Intracel'lular

ATP cAMP

Proteina
quinasa A

Figura 1.5. Esquema representatiu de ’activacio dels receptors P1. L’activacio dels receptors d’adenosina per
I’adenosina promou I’activaci6 de la proteina G. Aix0, indueix la unié del GTP a la proteina G i la dissociaci6 de la
subunitat o. En el cas dels receptors A; i A, la subunitat o; de la proteina G; inhibeix 1’adenilat ciclasa amb la
subseqiient disminuci6 de la formacié de cAMP i de I’activitat de la PKA. Pels receptors Aza i Agg la subunitat o5 de la
proteina G estimula 1’adenilat ciclasa amb la conseqiient formacié de cAMP i ’activacié de la PKA. Esquema adaptat
de la publicaci6 de Henning (1997).
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A més de la ruta de cAMP, els receptors d’adenosina poden activar altres vies de
senyalitzacio a través de les proteines G en teixits especifics, incloent la guanilil ciclasa, canals
de calci i potassi, la fosfolipasa A (PLA de I’anglés phospholipase A) i la PLC (Sarges i cols.,
1990; Collis i Hourani, 1993). Per exemple, en alguns casos el receptor A; pot augmentar
Pactivitat de la PLC a través de la toxina perturssis susceptible a la proteina G. Aixi mateix,
pot inhibir els canals de potassi i alguns canals de calci tipus P, Q i N dependents de voltatge.
A més, es coneix que el receptor A; pot estar unit a varies vies de senyalitzacié de quinases
com la PKC, IP; quinasa i la MAPK (Haské i cols., 2008). L’activacio del receptor A, pot
promoure I’activacié de la PKC de manera dependent a cAMP i per un mecanisme independent
(Fredholm i cols., 2011; Socodato i cols., 2011). Per un altre banda, el receptor Ay pot
estimular directament a la PKC a través de la proteina G, (Fredholm i cols., 2011).
L’estimulacio del receptor A,a Sol, també pot activar la via de senyalitzacié RaffMEK/ERK
per una via dependent de la proteina PKA o de manera independent a través del mecanisme Src
i Sos, respectivament (Schulte i Fredholm, 2003). A més a més, s’ha descrit que tots els
receptors d’adenosina poden activar a ERK1/2 (de I’anglés extracellular regulated kinase 1
and 2) en c¢l-lules d’ovari de hamster (Schulte i Fredholm, 2000).

Segons la bibliografia hi ha diversos estudis que mostren la interaccid dels receptors
d’adenosina amb altres receptors acoblats a les proteines G, receptors ionotropics, i receptors
de les neurotrofines, els quals poden contribuir a 1’afinament de la funcié neuronal. Les
interaccions d’aquest receptors d’adenosina amb els receptors ionotropics poden succeir a
través de modificacions en el grau de fosforilaci6 del receptor. Per exemple, la
dessensibilitzacié del nAChRs és augmentada pel cAMP i dependent de la fosforilaci6 de la
PKA (Huganir i cols., 1986) aixi com, per I’activacié del receptor A, (Correia-de-Sa i Ribeiro,
1994). Per un altre banda, és de particular interés uns estudis que mostren que 1’adenosina pot
transactivar la via de senyalitzaci6 del TrkB a través del receptor A,a, sense requerir la unié de
la neurotrofina, tenint aquest receptor un paper regulador en aguesta via (Lee i Chao, 2001;
Wiese i cols., 2007). D’aquesta manera, la possibilitat de promoure efectes trofics mitjancant la
manipulacié del grau d’activacid del receptor A, pot resultar altament rellevant en trastorns
neurodegeneratius on 1’acci6 prolongada d’aquestes vies de senyalitzacidé son requerides per l1a

supervivencia.
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4.2.3 Farmacologia dels receptors d’adenosina

L’adenosina, tot i ser l’agonista endogen dels receptors d’adenosina és
metabolicament inestable, estd subjecta a 1’absorcidé per cél-lules neuronals i glials, i a la
inactivacié enzimatica ja que pot ser substrat de diversos enzims (Clarke i cols., 1952; Phillis i
Wu, 1982). L s d’agonistes i antagonistes selectius, sent més estables que el lligand natural
(I’adenosina) han facilitat I’estudi funcional d’aquest receptors (Fredholm i cols., 2001). No
obstant, la base estructural de tots els agonistes coneguts dels P1Rs esta relacionada amb
I’adenosina amb alguna petita modificacio (en la posicio 5” de la ribosa, la posicié N6- i C2- de
I’anell de la purina d’adenina), per tal d’augmentar l’afinitat pels diferents subtipus de
receptors sense destruir I’activitat de 1’agonista (Burnstock, 2007; Della Latta i cols., 2013).
Uns exemples d’aquests agonistes selectius utilitzats en aquesta tesi en els estudis funcionals
son: el CCPA (pel receptor A;) i el CGS-21680 (pel receptor A,,) generats per la substitucié
en la posicié N6- i en la posicié C2- de I’anell de la purina, respectivament (Fredholm i cols.,
2001; Della Latta i cols., 2013).

En el cas dels antagonistes dels receptors d’adenosina, es poden dividir en dos grups: les
xantines i els derivats de les xantines, i les no xantines. La majoria dels antagonistes son
derivats de les xantines, que es basa en la introduccidé d’un substituent hidrofobic
(particularment fenil o cicloalquil) en la posicié 8 de 1’anell de la xantina (Fredholm i cols.,
2001; Della Latta i cols., 2013). Un exemple dels derivats de les xantines son la cafeina i la
teofil-lina que sén antagonistes inespecifics naturals dels receptors d’adenosina (Fredholm i
cols., 2001; Della Latta i cols., 2013). En concret, en els estudis funcionals d’aquesta tesi s’ha
utilitzat el derivat de la xantina DPCPX (pel receptor A;) i el compost del grup de les no
xantines MRS1334 (pel receptor Az) (Fredholm i cols., 2001; Della Latta i cols., 2013). En la
seguent taula es mostra un exemple significatiu dels agonistes i antagonistes selectius dels
receptors d’adenosina. La nomenclatura completa de les substancies purinérgiques utilitzades
en els estudis funcionals d’aquesta tesi es mostren en 1’apartat 10.11 Substancies utilitzades

en electrofisiologia a Materials i Méetodes.
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Subtipus AR AxR AxR AR
PG Gilo Gs/Goit Gs/Gq Gi/Gq
Efecte lcAMP 1cAMP 1cAMP 1cAMP,11P;
Agonista CCPA CGS-21680 NECA IB MECA
Antagonista DPCPX SCH-58261 MRS1706 MRS1334
Distribucié Cervell, medul-la Cervell, cor, Cervell Pulmo, fetge,
espinal, cor, testicles i . ; . . .
. . pulmé i melsa Intesti llarg i cor, testicles i
nervis terminals
. - cervell
vesicula biliar

Taula 1.2. Receptors d’adenosina. Classificacio dels receptors d’adenosina amb 1’acoblament de la proteina G (PG)
corresponent i la via de senyalitzaci6. També es mostra uns exemples representatius dels agonistes i antagonistes
purinergics més selectius (excepte NECA) i un resum de la principal distribuci6 dels receptors P1. La nomenclatura
completa dels moduladors es detalla en I’Annex | (moduladors purinergics utilitzats en electrofisiologia -veure també
en I’apartat 10.11 Substancies utilitzades en electrofisiologia a Material i Métodes-) i /’Annex II (Agents moduladors
addicionals). Taula adaptada de la publicacié de Burnstock (2007).

4.2.4 Distribucié dels receptors d’adenosina

Els receptors d’adenosina sén ampliament distribuits en el sistema nervids central i
periféric. El receptor A; s’expressa en el cortex cerebral, en I’hipocamp, en el cerebel, en el
talem, en el bulb raquidi i en la medul-la espinal (Reppert i cols., 1991; Dixon i cols., 1996;
Fredholm i cols., 2011). També, s’ha trobat present en les cél-lules glials com els astrocits
(Biber i cols., 1997), els oligodendrdcits (Othman i cols., 2003) i la microglia (Gebicke-
Haerter i cols., 1996). Concretament en les neurones, el receptor A; s’ha localitzat en regions
sinaptiques on modula I’alliberacié del glutamat, 1’acetilcolina, la serotina i 1’acid gamma-
aminobutiric (GABA de I’anglés gamma-aminobutyric acid) (Cunha, 2001). A nivell periféric,
la distribuci6 del receptor A; no ha estat molt estudiada, per tant un dels objectius d’aquesta
tesi és estudiar la seva distribucié en la NMJ. En estudis de mRNA, el receptor A; s’ha trobat
ampliament distribuit en el sistema nervios periféric: en el vas deferent, els testicles, el teixit
adip6s blanc, I’estomac, la melsa, la glandula pituitaria, el cor, 1’aorta, el fetge i la bufeta
(Reppert i cols., 1991; Dixon i cols., 1996). | a baixos nivells, en els pulmons, els ronyons i en
I’intesti prim (Reppert i cols., 1991; Stehle i cols., 1992; Dixon i cols., 1996).

La distribucié del receptor A, en el cervell és més restringida, es troba present en les
regions de D’estriat, el nucli accumbens i el tubercle olfactori (Ongini i Fredholm, 1996;

Fredholm i cols., 2011; de Lera Ruiz i cols., 2014). A més, s’ha detectat en neurones, microglia,
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oligodendrocits i possiblement, en astrocits (Li i cols., 2001; Melani i cols., 2009). També, s’ha
descrit la seva preséncia en les espines dendritiques i les regions postsinaptiques del gangli
basal (Hettinger i cols., 2001). Mitjangant estudis d’immunhistoquimica s’ha trobat altament
localitzat en les regions presinaptiques (en 1’hipocamp), on modulen [I’alliberacié de
neurotransmissor com el glutamat, I’acetilcolina, el GABA i la noradrenalina (Cunha i cols.,
2000; Lopes i cols., 2002; Rebola i cols., 2002, 2005b). Fora del sistema nervids central, s’ha
detectat I’expressio de mRNA en teixits immunes, els ulls, el muscul esquelétic, el cor, els
pulmons, la bufeta i 1’ater. I amb baixa expressio en I’intesti prim, els ronyons, la melsa,
I’estomac, els testicles, la pell i el fetge (Dixon i cols., 1996; Peterfreund i cols., 1996).

En el cas del receptor A,z s’expressa a baixos nivells en cél-lules neuronals i glials,
com la microglia i els astrocits (Sebastido i Ribeiro, 1996; Allaman i cols., 2003). En el cas del
teixit periféric s’ha trobat expressat a alts nivells en el tracte intestinal i els mastdcits, i a baixos
nivells en el teixit adipos, la glandula adrenal i el rony6 (Cacciari i cols., 2005). En estudis de
Northern blot s’ha observat una alta expressi6 d’aquest receptor en el caecum, I’intesti gros i la
bufera urinaria. I s’ha detectat a baixos nivells en el cervell, la medul-la espinal, els pulmons, el
vas eferent i la glandula pituitaria (Stehle i cols., 1992). Mitjancant estudis de RT-PCR (de
I’anglés Reverse transcription polymerase chain reaction) s’han mostrat altes expressions
d’aquest receptor en els ulls, els pulmons, 1’uter i la bufeta. A baixos nivells, s’ha observat en
I’aorta, ’estomac, els testicles, el muscul esquelétic i a molt baixos nivells es troba en el jeju,
en els ronyons, el cor, la pell, la melsa i el fetge (Dixon i cols., 1996).

El receptor Az es detecta a baixos nivells en I’hipocamp, el cortex, el cerebel i I’estriat
(Fredholm i cols., 2011). Aquest receptor es localitza en neurones, 1’astroglia i la microglia
(Brand i cols., 2001; Wittendorp i cols., 2004). En estudis de mRNA el receptor A; es troba
ampliament distribuit en diferents organs i teixits, s’expressa en els testicles, els pulmons, els
ronyons, la placenta, el cor, la pars tuberalis, la glandula pineal, la melsa, el fetge, 1’uter, el
jeju, el colon proximal i els ulls en rata, ovella i huma (Zhou i cols., 1992; Linden i cols., 1993;
Salvatore i cols., 1993; Linden, 1994; Rivkees, 1994; Dixon i cols., 1996). En la taula 1.2 es

mostra un resum de la distribucid principal dels receptors d’adenosina.

4.2.5 Funcions dels receptors d’adenosina
Com s’ha comentat anteriorment, ’ATP és un constituent essencial per totes les
cel-lules vives que permet que aquestes funcionin. El metabolit de I’ATP és I’adenosina la qual

esta directament implicada en la comunicacid de la cél-lula nerviosa. L’adenosina existeix i és
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aparentment alliberada en totes les cél-lules, inclds en les neurones i la glia. L’adenosina és una
substancia molt important en la homeostasis de les cel-lules del sistema nerviés (Newby,
1984). Mentre que I’ATP pot funcionar com un neurotransmissor en algunes arees del cervell
(Edwards i cols., 1992; Nieber i cols., 1997; Pankratov i cols., 1998; Mori i cols., 2001),
I’adenosina no és comporta como un neurotransmissor classic. No és emmagatzemat en
vesicules, ni alliberat per exocitosi, no sembla transferir informacié unidireccionalment del
component presinaptic al postsinaptic i no actua Gnicament o predominantment en les sinapsis
(Cunha, 2001). L’adenosina ¢és alliberada del citoplasma a 1’espai extracel-lular a través dels
transportadors de nucleosids (veure a I’apartat 4.1 Fonts d’adenosina). Per tant, 1’adenosina al
no ser alliberada per exocitosi es comporta com una molécula de senyalitzacié influenciant en
la transmissi6 sinaptica sense ser un neurotransmissor, per exemple modulant 1’activitat del
sistema nervios central a nivell presinaptic per la inhibicié o la facilitacio de 1’alliberacio de
neurotransmissor (Cunha, 2005), postsinapticament per hiperpolaritzacié o despolaritzacié de
les neurones i/o exerceix efectes no sinaptics (en les cél-lules glials). Per tant, 1’adenosina
pertany al grup de neuromoduladors. De fet, existeixen estudis pioners que mostren que
I’adenosina i I’ATP alliberat pels terminals nerviosos modulen el metabolisme presinaptic a
través dels autoreceptors d’adenosina i els P2, respectivament (Correia-de-Sa i cols., 1991). El
terminal nervids i D’activitat muscular contribueixen en el creixement de 1’adenosina
extracel-lular (Cunha i Sebastido, 1993).

En el sistema nervios central, tot i que s’ha descrit la preséncia dels quatre receptors
d’adenosina, els receptors Aj i Aya SON els que es troben en més densitat en el cervell, mentre
que els receptors A,z i Az tenen un impacte modest. A més, I’escassetat d’agonistes i
antagonistes pel receptor A,g, i la pobre caracteritzacié del receptor Az han fet que aquests
receptors sigut menys estudiats en comparacié amb els receptors A; i A,a (Feoktistov i
Biaggioni, 1997; Dunwiddie i Masino, 2001). Degut aixd, s’ha considerat que la funcio
purinérgica majoritariament depén dels receptors A; i A,a en el cervell (Fredholm i cols.,
2005). Com abans s’ha comentat, 1’adenosina funciona com un neuromodulador, depenent
d’un equilibri del receptor inhibidor A; i del receptor estimulador A, (Cunha i cols., 1994b,
1996; Dunwiddie i Masino, 2001; Lopes i cols., 2002; Cunha, 2001, 2005). En concret, en
estudis d’hibridacio in situ, immunohistoquimica i autoradiografia, s’ha confirmat la preséncia
dels dos receptors (A1 i Aza) en els nervis terminals de 1’hipocamp (Cunha i cols., 1994a, 1995;
Diaz-Hernandez i cols., 2002). Suggerint, que la transmissié sinaptica esta modulada

majoritariament per aquests receptors (A; i Asa) 1 que 'accié de I’adenosina endogena i
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extracel-lular depén d’un balang entre 1’activacio tonica d’aquest dos receptors A;/A,a (Cunha
i cols., 1994b; Correia-de-Sa i Ribeiro, 1996). Addicionalment, el receptor A; pot controlar
I’excitabilitat en el sistema nervids central (Greene i Haas, 1991). En el cas dels receptors
d’adenosina A,g i Az, la majoria d’estudis realitzats en el sistema nervios central es centren en
condicions patoldgiques (von Lubitz, 1997; Trincavelli i cols., 2004; Moidunny i cols., 2012) i
en les cél-lules glials (Fredholm i Altiok, 1994; Fiebich i cols., 1996; Jiménez i cols., 1999;
Allaman i cols., 2011). No obstant, hi ha alguns treballs que mostren que 1’activacié receptor
As té un paper funcional en la plasticitat sinaptica, en LTP (de I’anglés long-term potentiation)
i LTD (de I’anglés long-term depression) (Costenla i cols., 2001).

A més, els receptors d’adenosina tenen una funcié crucial regulant I’activacié de
multiples receptors que afecten a I’alliberacid de neurotransmissor, transmissié sinaptica o
ambdues; en particular els receptors d’adenosina regulen els receptors de neuropeptids (CGRP
i VIP de l’anglés calcitonin gene-related peptide i vasoactive intestinal peptide,
respectivament) (Cunha-Reis i cols., 2000; Sebastido i cols., 2000a), els receptors
autofacilitatoris nicotinics (Correia-de-Sa i Ribeiro, 1994), els receptors metabotropics de
glutamat (Winder i Conn, 1993) i els receptors de NMDA (de I’anglés N-methyl-D-aspartate
receptor) (de Mendonga i Ribeiro, 1997). Es a dir, la modificaci6 dels nivells extracel-lulars
d’adenosina amb la subseqiient alteracié del grau d’activacié dels receptors d’adenosina
interferiria amb 1’augment o la restriccido d’altres neurotransmissors o neuromoduladors.
Aquesta interferéncia no Gnicament succeeix en processos implicats en 1’alliberacié d’aquest
mediadors, perd també en I’habilitat per activar o dessensibilitzar els seus propis receptors.
Aquesta interacci6 pot ser donada a través de processos de cascades intracel-lulars entre
sistemes de traducci6 en comu (per exemple cAMP i fosfoinositides) i a través de processos de
fosforilacio de proteines que impliquen a la PKC i la PKA. El receptor d’adenosina clau
sembla ser 1’A,, mentre que el receptor A; es comporta principalment com una diana
d’afinament. A més, el receptor A; pot mediar el seu afinament com a resultat de ’accio
oposada del receptor A, (Sebastido i Ribeiro, 2000). Per tant, el funcionament de la majoria
de sistemes neuromoduladors presinaptics (receptors metabotropics, ionotropics i catalitics)
esta sota el control afinat dels receptors d’adenosina (principalment del receptor A,,) (Queiroz
i cols., 2003). Inclus com anteriorment s’ha mencionat, el receptors d’adenosina (en particular
el receptor A,,) poden transactivar la fosforilacio del receptor TrkB sense el requeriment de la

unio de la seva neurotrofina (Lee i Chao, 2001; Wiese i cols., 2007).
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A part dels efectes neuromoduladors, s’ha descrit una funcié neuroprotectora pels
receptors P1, relacionat amb I’activacio del receptor A, el qual disminueix I’alliberacio de
glutamat (atenuant del dany cerebral) (Proctor i Dunwiddie, 1987; Thompson i cols., 1992) i
hiperpolaritza les neurones inhibint la conductancia del K* a nivell postsinaptic (Greene i Haas,
1991), mentre que pel contrari el receptor A, té un efecte oposat. Finalment, els receptors
d’adenosina poden controlar el metabolisme en les neurones i els astrocits (Haberg i cols.,
2000; Hammer i cols.,, 2001) i en particular, el control del metabolisme del glicogen
(Magistretti i cols., 1986; Sorg i Magistretti, 1991; Allaman i cols., 2003).

Fins el moment en la NMJ, en condicions on s’ha vist alterada la funcié sinaptica a
nivell presinaptic o postsinaptic, la transmissidé sinaptica pot ser modulada pel receptor
inhibitori A; i DP’excitatori A, (Cunha i cols., 1996). Concretament, s’ha descrit que a
concentracions micromolars de 1’endogen agonista, 1’adenosina, redueix el contingut quantic i
I’alliberaci6 espontania en la NMJ d’amfibi (Searl i Silinsky, 2005; Shakirzyanova i cols., 2006;
Adamek i cols., 2010) i en rata (Ginsborg i Hirst, 1972; De Lorenzo i cols., 2006; Pousinha i
cols., 2010). No obstant, en rates, ’adenosina a concentracions submicromolars pot tenir
I’efecte oposat (Pousinha i cols., 2010). S’ha suggerit que hi ha un complex balang entre els
receptors A;/A;a que pugui determinar la inhibicio/potenciacio de I’alliberacidé d’acetilcolina
(Pousinha i cols., 2010). Pero, tot i que s’ha identificat tot un tipus de purinoreceptors en la
NMJ el coneixement en la funcié fisioldgica és encara limitat.

Tal com hem comentat en aquestes linies, els MAChRs, la PKA, la PKC i els VDCCs
s’expressen i es localitzen en la sinapsi neuromuscular. Els treballs publicats fins el moment,
han permes observar que estan implicats en el control de la neurotransmissié. En aquest treball,
i com a objectiu principal, ens centrarem en estudiar la localitzacio dels receptors d’adenosina
en la NMJ i coneixer el seu efecte en la modulacié de la neurotransmissio. En més detall,
s’estudiara la relacié funcional dels receptors d’adenosina amb aquestes molécules implicades

en el control de la neurotransmissié (els MAChRs, la PKA, la PKC i els VDCCs).
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1. HIPOTESI
1.1 Hipotesi general

Els diferents receptors d’adenosina (PIR) es localitzen en la sinapsi neuromuscular i
estan involucrats en I’alliberament de 1’acetilcolina utilitzant vies de senyalitzacié conegudes

com els mAChRs, la PKA o la PKC.

1.2 Hipotesi especifica

1. Els autoreceptors metabotropics d’adenosina es troben presents en els terminals

nerviosos de la sinapsi neuromuscular.

2. Els P1Rs no estan acoblats en la neurotransmissiéo evocada, pero si a I’alliberacio

espontania.

3. Els P1Rs estan involucrats en la depressio sinaptica de trens d’estimul a alta

frequencia.

4. El sistema purinérgic es comporta com un sistema modulador de la neurotransmissié

tenint una interdependéncia amb els mAChRs.

5. El sistema purinérgic modula 1’activitat PKA i1 1’acoblament de la PKC en la

neurotransmissio.

2. OBJECTIUS
2.1 Objectiu general

L’objectiu general d’aquesta tesi és congixer 1’expressio i la localitzacid precisa dels
receptors d’adenosina Aj, Aza, Agsg | Az a la sinapsi neuromuscular i valorar la seva implicaci6
en la modulaci6é de la neurotransmissié evocada i espontania, en condicions en les quals la

fisiologia de la sinapsi esta preservada.

Aquest objectiu genéric es concentra en dos objectius amplis:

1. Cong¢ixer la contribuci6 dels receptors d’adenosina en la modulacié de la depressio a

curt termini durant una activitat sinaptica repetitiva i esgotadora.
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Capi ol 11: Hipotesi i Objectius

2. Estudiar la dependéncia d’aquest receptors amb altres molécules 1 vies de
senyalitzacid6 (mAChRs, PKA, PKC i VDCCs) que modulen I’alliberacié evocada i

espontania de neurotransmissor.

2.2 Objectius especifics

1. Conéixer I’expressié dels receptors d’adenosina (Ay, Asa, Asg | As) en el muascul esqueletic

LAL d’animals adults i neonatals.

2. Cong¢ixer la localitzacio precisa dels receptors d’adenosina (A, Aga, Agg | Asz) en els tres

components cel-lulars que conformen la sinapsi neuromuscular.

3. Estudiar I’efecte dels moduladors purinérgics inespecifics i especifics, de 1’adenosina
endogena i de ’analeg estable de 1’adenosina (2-cloroadenosina) en I’alliberacié evocada i

espontania.

4. Estudiar D’efecte dels moduladors purinérgics inespecifics i especifics, de 1’adenosina
endogena i de la estimulacié de 1’analeg estable de 1’adenosina (2-cloroadenosina) durant una

activitat sinaptica repetitiva i esgotadora a una freqiiéncia moderada (40 Hz).
5. Estudiar la implicacio dels receptors d’adenosina en els pair pulses a 40 Hz.

6. Estudiar I’efecte dels moduladors purinérgics inespecifics i del bloqueig dels receptors
d’adenosina A; i Agp, i la participacio de ’adenosina endogena durant una activitat sinaptica

repetitiva i esgotadora a altes freqiiencies (100 Hz).

7. Estudiar la possible relacié funcional dels receptors d’adenosina Aj i Aya i de la estimulacid
de I’analeg estable de 1’adenosina (2-cloroadenosina) amb els mAChRs tipus M1 i M2 en
I’alliberacio evocada, la cooperacid d’aquests dos mecanismes en la depressio sinaptica a 40

Hz i en I’alliberaci6 espontania.

8. Estudiar la possible relacié funcional dels receptors d’adenosina amb la modulacié de

I’activitat de la PKA en I’alliberacié evocada i espontania.

9. Estudiar la possible relacio funcional dels receptors d’adenosina Aj i A4 amb la modulacid

de I’activitat de la PKC en I’alliberaci6 evocada i espontania.

10. Estudiar la possible dependéncia dels receptors d’adenosina amb la inhibicié dels VDCCs
tipus P/Q i la relacié d’aquest receptors en condicions de baixa entrada de Ca*? en I’alliberacio

evocada i espontania.
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1. ANIMALS

Els animals d’experimentacié utilitzats en aquest treball han estat els ratolins Swiss,
els quals s’han estudiat en diferents estats de desenvolupament, s’han utilitzat animals
neonatals de 6-7 dies d’edat (P6-P7) i adults de 30-45 dies (P30-P45).

El subministrament dels ratolins progenitors Swiss ha estat per la casa comercial
Charles River (Criffa, Barcelona). EI motiu pel qual s’ha escollit aquest model d’animal és
perque son de talla petita, de manteniment senzill i economic, tenen temps curt generacional,
una bona reproducci6 al llarg de tot I’any i suporten bé la consanguinitat.

Els animals s’han mantingut i s’han entrecreuat durant tres dies d’una forma
controlada, en ’estabulari de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut de la Universitat
Rovira i Virgili. Passat aquest temps, la femella s’ha aillat en gabies separades durant la
gestaciod i el posterior part. Per evitar la consanguinitat, no s’han creuat els animals de la
mateixa familia. I, amb 1’objectiu d’acomodar i homogeneitzar en tot el possible les
caracteristiques dels nadons, s’han deixat créixer un maxim de 8 animals per camada.

Les condicions d’estabulacio i de creixement dels animals han sigut en gabies

estandard MAKROLONR (27x27x14 cm?), a una temperatura ambient de 20-22°C regulada
amb termostat electronic i una humitat relativa de 60-70%. Els ritmes circadiaris han estat de
12 hores de llum de neo blanca i 12 hores de foscor. L’alimentacio i la hidratacié dels animals
ha estat ad libitum, a base de pinso per ratoli VRF-1 subministrat per la casa comercial Charles
River i aigua clorada.
Els animals s’han anestesiat per via intraperitoneal amb tribromoetanol 2% (TBE I’angles
tribromoethanol, 0.15 ml per cada 10 g de pes de I’animal). Una vegada s’ha observat la
pérdua de reflexes s’ha procedit al seu sacrifici mitjangant I’exsanguinacié fent un tall a la vena
jugular. I a continuacid, s’ha realitzat I’extracci6 del muscul tal i com es mostra en 1’apartat 3.

Per la realitzacié dels experiments amb animals, s’ha disposat de ’autoritzacié del
Comité Etic d’Experimentacié Animal de la Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut de la
Universitat Rovira i Virgili de Reus. La cura i la manipulacié dels animals s’ha realitzat
contemplant les directrius establertes per la llei 5/1995, del 21 de juny, de proteccié dels
animals utilitzats per a I’experimentacio i per altres finalitats cientifiques, aprovada 1’any 1995

pel Parlament de Catalunya.
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2. MODEL EXPERIMENTAL: LA UNIO NEUROMUSCULAR

El model neuromuscular dels vertebrats es tracta d’un bon model, s’ha utilitzat durant
molts anys en investigacions neurobiologiques degut a les seves caracteristiques: per la seva
localitzacid, ’accessibilitat i la seva mida relativament gran que permet estudiar els seus
components per separat o bé, en conjunt. A més a més, és un bon model per I’estudi de la
formacio de la sinapsi. T¢é la peculiaritat de ser geométricament simple a 1’estar formada per
tres elements: la neurona motora presinaptica, la cél-lula de Schwann i la cél-lula muscular
postsinaptica. El desenvolupament i la regeneracio de la sinapsi pot ser manipulat in vivo amb
relativa facilitat. A més a més, les sinapsis entre motoneurones i les cel-lules musculars poden
ser estudiades en cultius cel-lulars i les proteines sinaptiques poden ser facilment visualitzades
mitjangant técniques d’immunomarcatge utilitzant proteines especifiques (els anticossos). Per
ultim, 1’expressié genica pot ser alterada i estudiada amb detall amb ratolins transgeénics i
mutants (Burden, 1977).

La NMJ resulta molt Gtil en els estudis funcionals, a diferéncia del sistema nervids
central, té un Unic sistema de neurotransmissor, el colinérgic. Aquesta caracteristica ha fet que
sigui un model molt utilitzat en estudis electrofisiologics i neurobiologics en les Ultimes
décades.

En aquest treball, s’ha utilitzat com a model d’estudi el muscul esquelétic elevador de
les orelles o Levator auris longus (abreviat com LAL), que és el que permet moure les orelles
dels ratolins. Aquest mascul va ser descrit per Denise Angaut-Petit al 1987 i esta situat sota la
pell a I’area dorsal del cap i del coll. Presenta una part cranial i caudal. Les fibres de la regié
cranial s’originen a les espines de la quarta vertebra cervical i es dirigeixen cap a la part
anterior de la base del pavelld auricular, on s’hi insereixen. Les fibres de la regié caudal
s’estenen des de la quarta i cinquena vertebra cervical cap a la part posterior de la base del
pavellé auricular. Esta format per fibres musculars de contraccié rapida (Erzen i cols., 2000)
que es disposen en 5 0 6 capes de cél-lules a la porcié cranial (5.25 + 0.78, Lanuza i cols.,
2001), mentre que a la part caudal n’hi pot haver més (Angaut-Petit i cols., 1987).

El muscul LAL és subcutani, aquesta peculiaritat permet injectar les drogues in vivo i
accedir directament a la superficie muscular per tant, a les terminacions nervioses. Al ser molt
fi i tenir poques capes de cél-lules fa que sigui possible I’efecte i la difusido dels agents
directament sobre les cél-lules musculars, per tant dins de la NMJ. Té una morfologia plana
que permet tenir una bona visibilitat de les terminacions nervioses de la branca auricular

posterior del nervi facial, que és el que innerva en el muscul permetent observar les plaques
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motores sense haver de fer seccions d’aquest (Tomas i cols., 2000; Lanuza i cols., 2001). Per
aquestes caracteristiques i per la seva facil extraccio i manipulacié, el mascul LAL és un model

ideal pels estudis electrofisiologics in toto, histologics i de localitzacio.

Figura M.1. Mascul LAL. Impregnaci6 argeéntica i tincié en blau de metile. (A) Localitzaci6 del muscul esquelétic
LAL en ratoli on s’evidencia I’area que ocupa aquest muscul. Barra d’escala: 1 cm. (B) Preparaci6 histologica
mitjangant impregnacio argentica del muscul LAL sencer on s’observa la innervacioé (Angaut-Petit i cols., 1987). Barra
d’escala: 1.2 mm. (C i D) Talls transversals semifins d’un mascul LAL tenyit en blau de metilé on en (D) s’observa el
nervi (n) entre els miocits (m). Barra d’escala: (C) 150 pm i (D) 50 um. Imatges publicades a la tesi doctoral de Marta
Tomas, 2010.

3. OBTENCIO DE MOSTRES

3.1 Dissecci6 del LAL

Per realitzar la disseccié del miscul LAL, es fixa [’animal en posicié bocaterrosa, per
les extremitats anteriors i posteriors amb agulles en forma de T en una plataforma de suro per
facilitar-ne la manipulacio. Si es tracta d’un animal adult es depila la zona dorsal del cap. A
continuacio, es fa un tall per sota de I’omoplat en direccid al cap en forma de T, i es va
extraient la pell vorejant les orelles deixant lliure el paquet muscular en els dos costats.
Després, es desinserta el mascul del cos de ’animal, de manera que per una banda el muascul
queda unit a ’orella i per 1’altre a la linia mitja que uneix als dos musculs LALs. Una vegada
s’ha extret el paquet muscular de I’animal, es posa en una placa Petri amb el fons de Sylgard
tot submergit amb una solucié de Ringer, de tampod fosfat sali (PBS de ’anglés phosphate
buffer saline, pH 7.4) o bé amb paraformaldehid (veure més avall). S’estira amb agulles
entomoldgiques posant la cara interna del LAL tocant a 1’aire. A continuaci6, s’ailla el muascul
LAL amb I’ajuda d’una lupa estereoscopica i amb material de microcirurgia, s’extreuen les
capes superficials d’altres musculs, capa a capa, i renovant la solucié amb freqiiencia fins que

s’arriba a 1’0ltima capa que és el LAL (veure figura M.2). Si la mostra és per la técnica del
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Western blot, una vegada s’ha aillat el miscul es posa amb una solucio de PBS i es guarda a -
80°C per la seva posterior utilitzacid. Si és per immunohistoquimica, una vegada s’ha extret el
paquet muscular es fixa la mostra amb paraformaldehid al 4% en PBS (30 minuts si és nado i
45 minuts per 1’adult), per aconseguir 1’estructura del muscul intacte i a continuacid, s’extreuen
les capes més superficials com anteriorment s’ha descrit. Per ultim, es guarda la mostra a -80°C
per la seva posterior utilitzacio. Pels estudis d’electrofisiologia, es submergeix el muscul en
una soluci6 salina de Ringer oxigenat (composicio: 95% O, i 5% d’CO,) amb glucosa (11
mM), enlloc de PBS, per mantenir viu el LAL (per a més informacié mirar 1’apartat 10.2). En
tot els casos, tant en estudis morfologics com funcionals, s’ha de treure el maxim teixit
connectiu que envolta les fibres musculars. Concretament, en el cas de 1’electrofisiologia s’ha
de procurar anar amb molta cura de no lesionar el mascul ja que es treballa amb mostra viva.

Per la preparacié de les solucions i el material utilitzat veure la taula M.1.

Figura M.2. Imatge del mascul LAL.

3.2 Disseccid del cervell i la medul-la espinal

Per determinar la presencia dels receptors A;, Asa, Asg | Az en el miscul esquelétic
LAL mitjangant la técnica del Western blot, s’han realitzat controls positius amb mostres de
cervell i medul-la espinal adulta. Tot el procediment d’obtencié de les diferents mostres de
teixit s’ha fet en fred per mantenir la conservacio de les proteines.

Per I’obtencié de la mostra de cervell i la medul-la espinal adulta, en primer lloc,
s’anestesia 1’animal amb TBE al 2% (0.15 ml/10 g de pes animal). En el cas de la disseccio del
cervell, quan s’observa la pérdua de reflexes, es depila el cap com en el cas del LAL, com s’ha
comentat anteriorment. A continuacid, es dessagna I’animal i es fixa en un suro en forma de T
per facilitar la seva manipulacio. En segon lloc, es treu la pell de la zona del cap i es fa una
incisid per sota de I’orella fent pressio per obrir la cavitat cranial amb una espatula i amb molta
cura es retira el cervell, el qual es posa en un eppedorf i es congela amb PBS a -80°C per la

seva posterior utilitzacio.
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Per realitzar la disseccié de la medul-la espinal, el procediment a seguir és similar a
I’anterior. Amb 1’excepciod, de que es fa una incisio sobre la part dorsal de I’animal deixant a la
vista la columna vertebral. A continuaci6, amb unes tisores es talla amb molta cura els ossos de
la columna vertebral deixant a la vista la medul-la espinal. Es descarta la zona dorsal obtenint
la zona ventral que és on estan les neurones motores. Per Ultim, es posa en un eppendorf amb
PBS i es congela a -80°C per la seva posterior utilitzacid. EI material i la preparacié de les
solucions utilitzades per les disseccions dels diferents teixits es resumeixen a continuacié en la
taula M.1.

Solucions i material

Tribromoetanol (TBE, Sigma) 2% w/v (anestésic)

Solucid de fosfat sali (PBS, ajustat a pH 7.4): KCI 2.7 mM, KH,PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na,HPO, 8.1 mM
Solucié normal de Ringer: NaCl 137 mM, KCI 5 mM, NaHCO3; 12 mM, Na;HPO, 1 mM, CaCl, 2 mM, MgSO, 1
mM i glucosa 11 mM pH 7.3. Bombolleig constant amb un 95% d’O, i un 5% de CO,

Paraformaldehid 4% en PBS

Material quirtrgic

Agulles entomologiques i placa de Petri amb el fons de Sylgard (polimer sintétic comercial)

Agulles, suro i lupa

Taula M.1. Solucions i material utilitzat per I’obtencié dels diferents teixits. Les sals utilitzades han sigut
distribuides per la casa comercial Sigma.

4. ANTICOSSOS

Per detectar i localitzar la preséncia dels receptors d’adenosina en la NMJ del muscul
LAL s’ha utilitzat la técnica del Western blot i la immunohistoquimica. Pels estudis
d’expressid 1 de localitzacié d’alguns receptors s’han utilitzat dos anticossos de dues cases
comercials diferents. En aquests casos, els dos anticossos han mostrat una marca forta i
especifica en la immunohistoquimica i han tingut el mateix patré de localitzacio en la NMJ.

Pels estudis de Western blot i d’immunohistoquimica del receptor d’adenosina A; s’ha
utilitzat I’anticos policlonal desenvolupat en conill I’anti-A; adenosine receptor AAR-006
d’Alomone  Labs. Aquest anticos s’ha obtingut del péptid sintétic  (c)
KKVSASSGDPQKYYGKE que correspon als residus 213-229 d’huma localitzat en el tercer
loop intracel-lular. S’ha reconegut una banda tnica amb un pes molecular de 35 kDa en el
Western blot de lisats de cervell i fetge de rata (full técnic de la casa comercial). El receptor A;
s’ha localitzat en el cortex, en el septum medial i en cultius de I’arrel dorsal dels ganglis (DRG

de I’anglés dorsal root ganglia) (full técnic de la casa comercial). Carman i col-laboradors al
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2011 han usat aquest anticos per detectar-lo en cél-lules endotelials. A més, en aquesta tesi s’ha
testat 1’especificitat i s’ha utilitzat pels estudis d’immunohistoquimica ’anticos policlonal de
conill I’anti-A; adenosine receptor AB1587P de Millipore. Aquest anticos s’ha obtingut de la
seqliencia que correspon al tercer domini extracel-lular (aminoacid 163-176,
GEPVIKCEFEKVIS) d’un gen de rata. Aquest anticos s’ha usat extensament i ha sigut
especificament caracteritzat per Western blot (Lasley i cols., 2000). Experimentalment, en les
nostres mostres s’ha testat I’especificitat d’aquest anticos i ha reaccionat amb el pes molecular
pronosticat (resultats no il-lustrats). A més a més, 1’especificitat de 1’anticos ha sigut testada
per immunohistoquimica en teixit de cervell de wild type i d’A;” (veure el material
suplementari de la figura S1 de Synowitz i cols., 2006). Utilitzant aquest anticos, el receptor
A; s’ha localitzat en neurones de I’hipotalem (Thakkar i cols., 2002), en el muscul de I’ilium
(Vieira i cols., 2011), en la microglia de gioblastoma de ratoli (Synowitz i cols., 2006) i en
I’uroepiteli de rata (Yu i cols., 2006).

Per detectar i localitzar el receptor A,a s’ha utilitzat 1’anticos monoclonal de ratoli
I’anti-A,, adenosine receptor 05-717 de Millipore. Aquest anticos s’ha obtingut de la
seqiliencia completa de 1’epitop SQPLPGER en el tercer loop intracel-lular del receptor (clon
7TF6-G5-A2). L’especificitat de I’anticos ha sigut préviament caracteritzada per Western blot en
cervell de rata (una banda a 43 kDa), slot blot, immunohistoquimica en cél-lules transfectades i
en llesques de cervell de rata (Rosin i cols.,, 1998). També s’ha detectat per
immunohistoquimica mitjangant microscopia electronica en ’estriat del gangli basal de primat
(Bogenpohl i cols., 2012). Amb aquest anticos no s’ha observat marca del receptor A,a en
teixits d’animals knock out (Day i cols., 2003).

Pel receptor Ay s’han utilitzat dos anticossos policlonals de dues cases comercials
diferents: un anticos de conill 1’anti-A,gz adenosine receptor AB1589P de Millipore i ’anticos
de cabra I’anti-A,g adenosine receptor N-19: sc-7506 de Santa Cruz Biotechnology, Inc. tant
pels estudis de Western blot com per la immunohistoquimica. L’anticos de Millipore
(AB1589P) s’ha obtingut de la seqiiéncia d’aminoacids que correspon al segon domini
extracel-lular d’huma ATTNNCTEPWDGTTNES (dels aminoacids 150-165). En estudis de
RT-PCR s’ha trobat el receptor A,g en el cervell (Kataoka i cols., 2012) i en el rony6 de rata
(Grden i cols., 2007). Aquest anticos s’ha localitzat en les papil-les gustatives de ratoli
(Kataoka i cols., 2012), en I’area CA1 de I’hipocamp de rata (Zhou i cols., 2004), en el plexe
mientéric de rata (Vieira i cols., 2011). Aquest anticOs és especific, s’ha observat una tnica

banda a 52 kDa en la medul-la i el cortex renal (Jackson i cols., 2002) i en ’uroepiteli de rata
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(Yu i cols., 2006). També s’ha reconegut una banda a 50-52 kDa en varis teixits: el timus, la
placenta, el colon i I’intesti prim d’humans, de rata i ratoli. A més a més, s’ha trobat en la
membrana de les cél-lules musculars humanes (Lynge i cols., 2000). L’ anticos A,z de Santa
Cruz (sc-7506) s’ha detectat una banda a 45 kDa en la linia cel-lular estable HEK-293T (de
I’anglés Human Embrionic Kidney 293 cells) que expressa el receptor de ’hormona ghrelina
(Carreira i cols., 2006). També s’ha trobat doble marca a 47 i 32 kDa en rony6 de rata degut a
la glucosilacié del receptor (Grden i cols., 2007). En el sistema nervids central s’ha localitzat
mitjancant immunohistoquimica en el cortex i en el neocortex (Rosi i cols., 2004).

Pel receptor A; també s’han utilitzat dos anticossos policlonals de conill de dues cases
comercials diferents: 1’anticos anti-A; adenosine receptor AB1590P de Millipore i I’anticos
anti-A; adenosine receptor H-80: sc-13938 de Santa Cruz Biotechnology, Inc., pels estudis de
Western blot i immunohistoquimica. L’anticos de Millipore (AB1590P) s’ha localitzat en
I’uroepiteli (Yu i cols., 2006), en neurones corticals (Rebola i cols., 2005b) i en 1’hipocamp
(Lopes i cols., 2003). En estudis de Western blot, s’ha trobat una Unica banda del receptor a 52
kDa en el cortex i la medul-la de rony6 i a 38 kDa en ’extracte de rony6 (Grden i cols., 2007).
Yu i cols. (2006) han observat dues bandes una a 36 i a 52 kDa en ['uroepiteli, molt
probablement, 1’espécie d’alt pes molecular representi la forma glucosilada del receptor Az
(Jackson i cols., 2002). Tot i observar-se dues bandes aquest anticos té una alta especificitat (Yu
i cols., 2006). L’anticos del receptor A; de Santa Cruz (sc-13938) s’ha detectat una banda a 43
kDa en lisat cel-lular (full técnic de la casa comercial), s’ha localitzat i expressat en cél-lules de
glioblastoma multiforme en cervell huma (Quezada i cols., 2013) i en cél-lules de intesti de

ratoli (full tecnic de la casa comercial).

5. DETECCIO DE PROTEINES MITJANCANT ELECTROFORESI SDS-PAGE |
WESTERN BLOT

5.1 Fonament teoric

La tecnica d’electroforesi conjuntament amb el Western blot ens permet la detecciod
especifica de proteines d’un extracte tissular, com per exemple, un homogenat. En
I’electroforesi es separen les proteines en un gel de poliacrilamida segons el seu pes molecular.
A continuacid, les proteines es transfereixen a una membrana de PVDF (de D’angles
polyvinylidene difluoride) o de nitrocel-lulosa amb 1’aplicacié d’un camp eléctric perpendicular

al gel. Posteriorment, es realitza la deteccid de la proteina mitjancant la incubacio de les
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membranes amb anticossos especifics i es visualitza, normalment, a través d’un sistema de
guimioluminescéncia o fluorescéncia. Aquesta técnica consta de diferents passos que

s’explicaran a continuacio:

5.1.1 Electroforesi SDS-PAGE

Hi ha moltes molécules, com per exemple les proteines, que tenen la propietat de tenir
carrega eléctrica, magnitud de la qual depen de cada molécula, del pH, i de la composicio del
medi en el que estan dissoltes. El principi de 1’electroforesi utilitza aquesta propietat; a les
molecules, se’ls hi aplica un camp eléctric i migren en solucié cap ’eléctrode de polaritat
oposada.

L’electroforesi es realitza sobre un suport solid com el gel de poliacrilamida. Es
formen amb facilitat mitjangant la polimeritzaci6 de [I’acrilamida. Depenent de les
concentracions d’acrilamida i metilacrilamida (reactiu que estableix els enllagos creuats entre
diferents molécules d’acrilamida) es poden aconseguir diferents mides de porus. La seva
composicié consta d’una barreja d’acrilamida/bisacrilamida que forma una matriu
tridimensional, el tampd TRIS, el dodecilsulfat sodic (SDS de 1’anglés sodium dodecyl sulfate),
el persulfat d’amoni (APS de I’anglés ammonium persulfate) i el TEMED (nomenclatura,
N,N,N’, N-tetramethylethylenediamine). Aquest dos ultims, el TEMED (agent reductor) i I’APS
(agent oxidant) son catalitzadors de la reaccio que fan que polimeritzi i gelifiqui el gel. L’SDS
interacciona amb les proteines, i per les seves propietats fa que la separacidé d’aquestes sigui
només depenent del pes molecular. En aquest treball s’ha realitzat 1’electroforesi SDS-PAGE
(de I’anglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; Laemmli, 1970).
Consta d’un sistema de dos gels i dos tampons de diferents proporcions de poliacrilamida i de
pH: el gel acumulador o concentrador i el gel separador. ElI gel acumulador presenta una
proporcié més baixa d’acrilamida (5%) i un pH més baix (pH 6.7). Es el gel més superficial i
és on es troben els pous per carregar les mostres. La seva funcidé és acumular i alinear les
proteines, per a que comencin a migrar des d’una mateixa posicié i al mateix temps abans
d’entrar en el gel separador i evitar les diferéncies temporoespaials de les diferents mostres. Per
un altre banda, el gel separador t¢ un pH més alt (pH 8.8) i la proporcié d’acrilamida és
variable depenent del pes molecular de la proteina d’interés que es vol separar. Si sén proteines
de pes molecular baix (10-20 kDa), es pot fer servir un gel amb una proporcié d’acrilamida
més elevada (12-15%). En canvi, per a proteines de pesos moleculars més alts (100-200 kDa),

la proporcid d’acrilamida sera més baixa (7-8%). D’aquesta forma es tindra el porus més gran i
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la proteina podra baixar més rapidament. Per tant, en funci6 del % d’acrilamida es determinara
la mida del porus. Al passar pel gel concentrador, els ions del tamp6 adopten la seva forma
sense carrega, pel que els anions macromoleculars proteics migren més rapidament fins al gel
separador, evitant la possibilitat d’artefactes degut a la mida dels pouets i al volum de la mostra
aplicada. Per a controlar el pH i la forca ionica, durant I’electroforesi el gel ha d’estar saturat
amb un tamp@. La corrent entre els eléctrodes sera conduida per les molécules de la mostra i els
ions del tamp6 de suport. El tamp6 escollit ha de permetre que els components que es desitgin
separar presentin una carrega global positiva o negativa, de tal forma que es dirigeixin cap a
I’anode o el catode mentre que discorre 1’electroforesi. Quan se li afegeix 1’SDS a les mostres,
les proteines es desnaturalitzen (en el cas de les proteines oligomériques es separen per
subunitats) i a més a més, té la capacitat d’unir-se una molécula d’SDS cada dos residus
d’aminoacids, per lo que les proteines adquireixen una gran carrega negativa i una relacié
carrega/massa constant. Per a la correcta desnaturalitzacié de les mostres, també se li afegeix 2-
mercaptoetanol que redueix els ponts disulfur de les proteines. En aquestes condicions
desnaturalitzants, la mobilitat electroforética és inversament proporcional a la mida de la

proteina o peptid.

5.1.2 Transferéncia

Una vegada les proteines s’han separat en el gel de poliacrilamida segons els seu pes
molecular, el seglient pas és la transferéncia o Western blot. Consisteix mitjangant 1’aplicacio
d’un camp eléctric, en la mobilitzacié de les proteines del gel de poliacrilamida a una
membrana sintética normalment de PVDF o bé de nitrocel-lulosa que servira com a suport,
permetent I’accessibilitat de I’anticos determinat per la seva posterior immunodeteccio.
El desavantatge de les membranes de nitrocel-lulosa és que algunes proteines no s’uneixen
covalentment i sén molt fragils. En canvi, les de PVDF tenen una alta capacitat d’unio a les
proteines, sén quimicament estables i es poden tenyir amb Comanssie blue cosa que les de
nitrocel-lulosa no ho permeten (Kurien i Scofield, 2006). Per aquesta rad, en aquest treball s’ha
utilitzat les membranes de PVDF.

En totes les electroforesis i transferéncies realitzades en aquesta tesi s’ha utilitzat el
sistema Mini Protean 3 (MP-3) de BioRad perqué és facil de manipular i permet treballar a

volums petits (10-50 pl).
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5.1.3 Immunodetecci6

Un cop transferides les proteines es bloqueja la membrana per evitar les unions
inespecifiques amb una solucié de bloqueig que conté tampd TRIS (TBS de I’anglés TRIS
Buffered Saline) amb tween al 0.1% (TBS-14) i llet desnatada en pols al 5% durant 1 hora a
temperatura ambient i amb agitacié. La deteccid de les proteines d’interés a la membrana
s’obté amb la incubaci6 de 1’anticos primari, que s’uneix especificament a la proteina. Després,
s’incuba amb 1’anticos secundari vinculat a 1’enzim peroxidasa de rave (HRP de I’anglés
horseradish peroxidase) que reconeixera 1’espécie de ’anticos primari i s’unira a ell, i ens
donara un senyal quimioluminiscent. Per Gltim, es procedeix al revelat afegint a la membrana
la soluci6 quimioluminiscent ECL (ECL select TM Western Blotting Detection Reagent).
Aquesta soluci6 esta composta per una barreja de luminol i un potenciador de la senyal, que
interaccionen amb I’HRP de 1’anticds secundari mitjangant una reacci6 enzimatica d’oxidacio i
donara un producte oxidat i I’emissi¢ de llum, que son les bandes que s’observaran pel sistema
de deteccié BioRad Versa Doc mitjancant quimioluminiscéncia. Aquesta técnica permet
determinar la preséncia o no de proteina d’una mostra determinada, fer determinacions semi-
quantitatives, observar canvis d’expressio i fosforilacio, i per ultim determinar I’especificitat

dels anticossos utilitzats.

5.2 Deteccioé dels receptors d’adenosina A, Ays, A | A; mitjancant electroforesi i el

Western blot

5.2.1 Obtencio6 del lisat de proteina i determinacié de proteina total

Per poder confirmar la preséncia dels receptors d’adenosina Aj, Aga, A | Az de
forma qualitativa i quantitativa en el muscul esquelétic LAL, s’han utilitzat homogeneitzats de
muscul LAL de nadd de P6-P7 i d’adult de P30-P45, de cervell i medul-la espinal adulta. El
cervell i la medul-la espinal adulta s’han utilitzat com a controls positius. L’obtencio dels
diferents teixits s’han explicat anteriorment a ’apartat 3. Obtenci6 de mostres. Els teixits s’han
homogeneitzat per separat de forma mecanica amb un homogeneitzador manual de vidre i amb
I’ajuda del tampd d’homogeneitzacid (proporcid: 20% w/v; veure composicio del tamp6 en la
taula M.2). L’homogenat s’ha centrifugat a 4000 g durant 5 minuts, per poder separar els
components de la matriu extracel-lular de les restes cel-lulars no homogenades. En aquest cas,
s’ha descartat el precipitat, i s’ha tornat a centrifugar el sobrenedant a 15.000 g durant 15

minuts amb una ultracentrifuga. Posteriorment, s’ha descartat el precipitat i amb el sobrenedant
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obtingut, que conté les proteines d’interes, s’ha quantificat la quantitat de proteina total de la
mostra.

Per determinar la concentracidé de proteina total s’ha seguit el protocol del métode DC
Protein Assay de BioRad, que és un assaig colorimétric utilitzat per la quantificacié de
proteines en mostres que s han solubilitzat amb detergents on la reacci6 que es dona és similar
al metode de Lowry (Lowry i cols., 1951). Per tltim, s’ha llegit I’absorbancia a 750 nm amb un
espectrofotometre. Juntament amb la preparacid de les mostres, s’ha fet una recta patrd de
concentracié coneguda d’una soluci6é d’albumina sérica bovina (BSA de 1’anglés bovine serum
albumin; concentracié 0 a 1 mg/ml de proteina). Tant els patrons com les mostres s’han

preparat per triplicat.

Solucions i material

Tamp6 de homogeneitzacioé: TRIS 0.5 M (ajustat a pH 6.8), B-mercaptoetanol 10 mM, SDS 10%, EDTA 0.1 M,
aigua bidestil-lada, glicerol 20%, Blau de bromofenol 0.006% i el Coctel inhibidor de proteases

Coctel inhibidor de proteases: AEBSF 1.4 mM, aprotinina 0.8 puM, leupeptina 0.02 pM, bestain 0.04 pM,
pepstantina A 0.015 uM i E-64 0.015 uM (1/10 w/v), Sigma St Louis, MO

PBS (Soluci6 de fosfat sali, ajustat a pH 7.4): KCI 2.7 mM, KH,PO4 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na,HPO, 8.1 mM
Alblmina sérica bovina (BSA)

Clarkburg MD. Homogeneitzador manual de vidre (Afora)

Centrifuga i ultracentrifuga

Eppendorfs i cubetes

Material de disseccid

Espectrofotometre i pipetes

Taula M.2. Solucions i material utilitzat per I’homogeneitzacié i la determinacié de la concentracio de proteina.

5.2.2 Electroforesi

Una vegada coneguda la concentracié de proteina s’han preparat les mostres per
realitzar 1’electroforesi. La quantitat de proteina total que s ha utilitzat per detectar els diferents
receptors purinérgics és de 100 pg. Préviament a carregar les mostres en el gel, s’ha afegit a les
mostres tampd reductor SLB (de 1’anglés sample Laemmli buffer) a una proporcié 1:3, per
facilitar la separacio de les proteines gracies a la seva composicié (veure composicio del SLB a
la taula M.3). Aquest tamp0 conté diferents components com: el B-mercaptoetanol que trenca
I’estructura terciaria proteica trencant els ponts disulfur. L’SDS desnaturalitza i li confereix
carrega negativa proporcional al pes molecular i el colorant Blau de bromofenol, que ens
permet seguir la migracié de les proteines en el gel en forma d’una linia de front de color blau.
A continuacio, les mostres s’han desnaturalitzat amb calor (a 100°C durant 5 minuts) i s’han

preparat els gels per l’electroforesi seguint el sistema MP-3 de BioRad. Pels receptors
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purinérgics, el percentatge de poliacrilamida que s’ha usat pel gel separador és del 10% i el del
5% pel gel acumulador (veure la composicié dels gels de poliacrilamida a la taula M.3).

S’han realitzat diferents electroforesis per determinar els diferents receptors
d’adenosina utilitzant els anticossos que es descriuran més endavant. Preparades les mostres i
els gels, s’ha col-locat tot dins d’una cubeta d’electroforesi i s’han carregat les mostres en els
pous dels diferents gels. S’han reservat tres pous en cada gel pels marcadors de pesos
moleculars (marcador visible, magic i dual) i un altre pou carregat amb SLB, com a control
negatiu. Després, s’ha afegit el tampd d’electroforesi (SDS-PAGE) que afavoreix que les
proteines corrin en el gel (mirar la composicié de la solucié i els marcadors de pesos
moleculars a la taula M.3) i s’ha aplicat un camp eléctric fixant el voltatge a 90-100 mV fins
que el front de carrega ha arribat al final del gel. El temps que triga les mostres en baixar del
gel dependra del % de poliacrilamida i del voltatge aplicat (per exemple, per un gel al 8%

d’acrilamida a un voltatge de 90 mV pot tardar 1 hora i 30 minuts).

5.2.3 Western blot

El segiient pas que s’ha realitzat, és la transferéncia o Western blot on s’han transferit
les proteines del gel d’acrilamida a membranes de PVDF, préviament activades amb metanol,
amb el mateix sistema MP-3 de BioRad. A continuacio, s’ha mullat la membrana, els papers
whattmann i les esponges amb tampé de transferencia. Posteriorment, s’ha col-locat el gel de
poliacrilamida en un suport porés segons el muntatge del “sandvitx” de transferéncia seguint
les polaritats: el gel cap I’anode (-) i la membrana el catode (+). La disposicio del “sandvitx”
ha sigut la seglent: la tapa negra foradada (anode), I’esponja, el paper wattmann, el gel, la
membrana de PVDF, el paper wattmann, I’esponja i per tltim la tapa blanca foradada (catode).
S’ha introduit el “sandvitx” dins d’un altre suport seguint les polaritats. Finalment, s’ha
col-locat tot en una cubeta d’electroforesi i s’ha afegit el tampo de transferéncia (veure la
composicié del tampo de transferéncia a la taula M.3). Per evitar ’escalfament del tampo
durant el procés de la transferéncia, s’ha posat un bloc de gel fred aixi esta en continua
refrigeracid, ja que el procés adquireix temperatura. La transferéncia s’ha realitzat a un
amperatge constant de 225 mA/membrana i a voltatge variable durant 1 hora. Transcorregut
aquest temps, s’ha desmuntat el “sandvitx” i s’ha obtingut la membrana a la que s’han

transferit les proteines i amb la qual s’ha procedit la immunodeteccio.
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5.2.4 Immunodetecci6

Préviament a realitzar la deteccio de les proteines transferides per evitar les unions
inespecifiques dels anticossos, s’ha bloquejat la membrana de PVDF amb una solucié de
blogueig que conté llet desnatada al 5% en TBS- 19 durant 1 hora a temperatura ambient i amb
agitacio constant (veure composicié de la solucié de bloqueig en la taula M.3). A continuacio,
s’han incubat les diferents membranes amb els anticossos primaris especifics per a cada un dels
receptors d’adenosina, a una dilucié determinada durant tota la nit a 4°C i amb agitaciod
constant. Després, s’ha realitzat la incubacidé de 1’anticos secundari vinculat a ’enzim HRP,
que reconeixera ’espécie de 1’anticos primari (durant 1 hora 30 minuts a temperatura ambient i
amb agitacid). Les dilucions que s’han utilitzat dels anticossos primaris i secundaris (detallades
a les taules M.5 i M.6) s’han preparat amb la mateixa soluciéo de bloqueig. Després de les
incubacions dels anticossos, s’han fet cinc rentats de TBS-y 19, de 5-7 minuts a temperatura
ambient i amb agitacié per eliminar 1’excés d’anticds que no s’ha unit. Seguidament, s’ha
revelat la membrana amb el métode ECL (ECL select TM Western Blotting Detection reagent),
que és un métode de deteccid quimioluminiscent, i pel revelat s’ha utilitzat el processador

d’imatges VersaDoc 3000 (BioRad, Hercules, CA, USA).

5.2.5 Proteines de control de carrega: actina i tubulina

Una vegada s’han revelat les membranes dels PIRs, per poder fer els estudis
densitométrics s’han incubat les membranes amb proteines de control de carrega. Aquestes
proteines s’expressen ubiquament, son estables, deriven de gens “housekeeping” i sON
ampliament utilitzades en recerca ja que s’expressen en un ampli rang de teixits. Un exemple
d’aquestes proteines son 1’actina i la tubulina (Eaton i cols., 2013; Baumgarntner i cols., 2013).
Concretament, aquestes proteines s’han utilitzat per normalitzar i garantir que s’ha agafat la
mateixa quantitat de mostra, i per un altre banda, per corregir les aberracions de la propia
técnica com la transferéncia, ’eficiéncia del marcatge o la ratio de la senyal/soroll
(Baumgarntner i cols., 2013). Per realitzar els controls de carrega, primer s’han fet tres rentats
amb TBS-y 19, de 15 minuts i s’han tornat a bloquejar les membranes amb la mateixa solucié de
bloqueig durant 1 hora a temperatura ambient i amb agitacio. A continuacid, s’han incubat les
mateixes membranes amb els anticossos de control de carrega: I’actina o bé la tubulina
depenent del pes molecular dels P1Rs. Pels receptors A; i A s’ha utilitzat 1’actina (de pes
molecular 45 kDa) i pel receptor Ay, i Az la tubulina (de pes molecular 55 kDa) durant 1 hora

30 minuts a temperatura ambient i amb agitacio. Passat aquest temps, s’han incubat les
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membranes amb els seus anticossos secundaris corresponents (I’HRP anti-cabra per 1’actina i
I’HRP anti-ratoli per la tubulina) a una dilucié determinada (veure dilucions dels anticossos
primaris i secundaris utilitzats a les taules M.5 i M.6) i s’han revelat amb el métode ECL

seguint el procediment comentat en 1’apartat anterior.

5.2.6 Densitometria

Amb I’objectiu de realitzar els estudis quantitatius per analitzar les densitats de les
bandes i avaluar la quantitat relativa dels receptors d’adenosina en el muscul de nadé i d’adult,
s’han agafat cinc experiments per separat. A continuacid, s’han fet les mesures
densitomeétriques utilitzant el programa MetaMorph Program i Microscopy Automatition &
Imatge Analysis Software (Molecular Device, LLC, US). S’han mesurat tres vegades les
densitats optiques de les bandes dels receptors purinergics i de les seves actines i tubulines
corresponents, i s’han fet les ratios de cada banda entre la seva actina o tubulina corresponent.
Per ultim, s’han calculat les diferents proporcions entre diferents mostres de la mateixa
membrana com per exemple, les variacions relatives entre bandes P6 i P30 s’han calculat des
de la mateixa imatge. Les dades s’han expressat com mitjana + SD (SD de 1’anglés standard
desviation). S’ha utilitzat el software estadistic spsse V20 per analitzar els resultats. Les
mitjanes entre dos grups s’han comparat usant el test no paramétric Mann-Whitney per a
mostres independents. Per ultim, el numero de Western blots i per tant, d’experiments que

s’han realitzat per cada un dels receptors d’adenosina ha sigut d’un minim de 5.

5.2.7 Controls negatius

Per testar D’especificitat i descartar les unions inespecifiques dels anticossos
secundaris s’han realitzat diferents controls negatius: (1) S’ha incubat la membrana amb
preséncia de I’anticos secundari i en abséncia del primari; (2) S ha preincubat I’anticos primari
amb un excés del seu peptid control (proporcié: 5 vegades péptid control: 1 vegada anticos
primari en pes) d’aquesta manera 1’anticos queda neutralitzat degut a la formacié del complex:
péptid-anticos. A continuacid, s’ha incubat la membrana amb D’anticOs neutralitzat
conjuntament amb els seus anticossos secundaris corresponents. Els péptids que s’han utilitzat
es mostren en la taula M.7; (3) S’ha deixat un carril de la membrana carregat amb I’SLB i s’ha
incubat amb els anticossos contra A;, Asa, Asg | Az i amb els seus anticossos secundaris
corresponents (resultats no il-lustrats). En cap cas, s’han observat reaccions creuades ni unions
inespecifiques en els controls negatius (veure controls negatius del Western blot a les figures
R1-R3 de I’apartat 1 de Resultats).
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Solucions i material

Solucié de fosfat sali (PBS, ajustat a pH 7.4): KCI 2.7 mM, KH,PO, 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na,HPO, 8.1 mM
Tampd reductor SLB (SLB 5X): TRIS 0.5 M ajustat a pH 6.8, SDS 10%, aigua bidestil-lada, glicerol 20%, Blau de
bromofenol 0.006% i 3-mercaptoetanol 10 mM

Gel separador (10% acrilamida): Acrilamida/bisacrilamida, TRIS 1.5 M ajustat a pH 8.8, SDS 10%, aigua
bidestil-lada i APS 10% i TEMED 0.05%

Gel acumulador (5% acrilamida): Acrilamida/bisalcrilamida, TRIS 0.5 M ajustat a pH 6.8, SDS 10%, aigua
bidestil-lada, APS 10% i TEMED 0.08%

Tampo d’electroforesi: TRIS 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0.1% i aigua bidestil-lada

Tampd de transferencia: TRIS 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% (v/v) i aigua destil-lada

Tampd de rentat TBS-10.19 (ajustat a pH 7.4): TRIS Base 10 mM, NaCl 100 mM, aigua bidestil-lada i Tween 20
0.1%

Solucié de bloqueig: llet desnatada 5 % en TBS- 10

Marcadors de pesos moleculars: Full Range Rainbow Molecular Weight Markers (visible), el MagicMark™ XP
Western Protein Standard (marcador invisible) i Precision plus Protein™ Dual xtra Standard (marcador dual)
Aparell d’electroforesi i transferéncia: sistema MP-3 de BioRad

Material de transferéncia (sandvitx): suport, esponges spontex, papers wattmann, membrana de PVVDF (Amersham-
Pharmacia), metanol i aigua bidestil-lada

Roller

Pipetes, tubs falcons i caixetes de plastic

Taula M.3. Solucions i material utilitzat en ’electroforesi SDS-PAGE i Western blot.

Reactius Casa comercial
TRIS Base (hidroxmetil aminometa) Sigma
Dodecilsulfat sodic (SDS) Sigma
Glicina Sigma
B-mercaptoetanol Sigma
Blau de bromofenol Merck
Persulfat d’amoni (APS) Sigma
Coctel inhibidor de proteases Sigma
TEMED (N,N,N’, N-tetramethylethylenediamine) Sigma
Full Range Rainbow Molecular Weight Marker Amersham
MagicMark™ XP Western Protein Standard Invitrogen
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standard BioRad
EDTA Sigma
Glicerol Panreac
Poliacrilamida Pronisa
Metanol Merck
Llet desnatada en pols Puleva
KCI Sigma
KH,PO, Sigma
NaCl Sigma
NaHPO, Sigma
Tween 20 BioRad
ECL select TM Western Blotting detection Reagent Amersham
Albumina sérica bovina (BSA) Sigma

Taula M.4. Reactius utilitzats en la homogeneitzacié, determinacié de proteines, en I’electroforesi SDS-
PAGE i la técnica del Western blot.
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5.2.8 Controls positius

En tots els Western blots d’aquest treball s’han realitzat controls positius amb les
mostres de cervell i medul-la espinal adulta, on s’ha carregat 100 pg de proteina total
(veure controls positius del Western blot a les figures R1-R3 de ’apartat 1 de Resultats).
Concretament, per 1’anticos del receptor A; de Santa Cruz (sc-13938) s’ha fet un control

positiu utilitzant un extracte de lisat cel-lular (resultats no il-lustrats; veure la taula M.7).

Proteina Anticos primari Casa comercial Dilucié
detectada

AR Anticos policlonal de conill AAR-006 ,Alomone Labs 1:5000
AonR Anticos monoclonal de ratoli 05-717, Millipore 1:2000
AR Anticos policlonal de conill AB1589P, Millipore 1:500
AR Anticos policlonal de cabra N-19: sc-7506, Santa Cruz 1:500
AsR Anticos policlonal de conill AB1590P, Millipore 1:500
AsR Anticos policlonal de conill (H80): sc-13938, Santa Cruz ~ 1:500
Actina Anticos policlonal de cabra 4969, Cell signalling 1:100.000
Tubulina Anticos monoclonal de ratoli T 4026, Sigma 1:80.000

Taula M.5. Anticossos primaris utilitzats per I’electroforesi SDS-PAGE i el Western blot.

Anticos secundari Casa comercial Dilucié

Peroxidasa de rave contra conill 11-035-152, Jackson Immuno-Research 1:10.000
Peroxidasa de rave contra ratoli A-9044, Sigma 1:10.000
Peroxidasa de rave contra cabra R-21459, Molecular Probes 1:10.000

Taula M.6. Anticossos secundaris utilitzats per I’electroforesi SDS-PAGE i el Western blot.

Receptor Casa comercial

Ay AG213-229,Alomone Labs
Aoa AG285, Millipore

Az AG292, Millipore

Az sc-7506, Santa Cruz

As sc-2293, Santa Cruz

Taula M.7. Peptids utilitzats com a controls negatius i positius en el Western blot i en les
immunohistoquimiques.
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6. TECNICA D’ IMMUNOHISTOQUIMICA CONVENCIONAL PER
FLUORESCENCIA

6.1 Fonament de la técnica

La técnica de la immunohistoquimica permet realitzar estudis estructurals,
morfologics, d’identificaci6 i de localitzacié cel-lular de proteines en cultius o bé en teixits. La
immunohistoquimica consisteix en la utilitzacié d’anticossos especifics per detectar antigens en
un tall o seccié de teixit biologic. Els anticossos poden ser monoclonals i policlonals, els
primers son monoespecifics per un Unic epitop antigenic i per tant, es considera que sén més
especifics per I’antigen diana que els anticossos policlonals. Els anticossos policlonals sén una
barreja complexa i heterogénia d’anticossos, generalment purificada a partir del sérum, que
reconeixen a diferents porcions d’un antigen (epitops). La visualitzacié del complex antigen-
anticos pot ser pel métode directe o indirecte. En els experiments d’aquest treball s’ha escollit
el métode indirecte, utilitzant anticossos secundaris units a fluorocroms que reconeixeran
especificament a I’anticos primari i donaran la senyal. Els avantatges d’aquest métode son que
té major nivell de sensibilitat i que genera una senyal més intensa. La maxima
immunoreactivitat de I’anticos primari es manté ja que no esta marcat. Els desavantatges sén
que pot haver-hi unions no especifiques de ’anticos secundari i que pot donar soroll de fons.
L’us d’anticossos secundaris requereix passos addicionals de bloqueig i de controls.

Els fluorocroms sén grups funcionals que sén excitables a una longitud d’ona
determinada i que emeten llum a una longitud d’ona major. Existeix un gran ventall de
fluorocroms que permeten la possibilitat de combinar-los de forma simultania; aixi podrem
determinar la localitzacié de la proteina d’estudi en diferents compartiments cel-lulars i
detectar-la amb 1’ajuda d’un microscopi de fluorescéncia o confocal. S’ha de tenir en compte la
longitud d’ona i I’espécie de la qual s’han obtingut els anticossos utilitzats, per evitar el
solapament dels colors i les reaccions creuades. Aquesta tecnica ens permetra marcar diverses
proteines amb diferents colors i visualitzar-les conjuntament. Aquesta caracteristica permetra
estudiar la localitzacid, la proximitat, i fins i tot, la colocalitzacié dels receptors d’adenosina

conjuntament amb els marcadors sinaptics més comuns en la NMJ a través del triple marcatge.
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6.2 Localitzaci6 dels components de la sinapsi _neuromuscular mitjancant

immunohistoguimica convencional

En primer lloc, per poder con¢ixer la localitzacié dels receptors d’adenosina en els
components de la NMJ és necessari localitzar les tres cél-lules que conformen la NMJ. D’una
manera il-lustrativa, i tal com es mostra en la figura M.3, s’han marcat les proteines
especifiques (la sintaxina, 1’S-100 i els receptors d’acetilcolina) presents en els tres elements
que conformen la NMJ per tal de visualitzar-les conjuntament. Aquesta localitzacid s’ha fet
mitjancant la técnica de la immunohistoquimica convencional per triple marcatge amb el
muscul esqueletic LAL. Una vegada s’ha extret el miscul LAL de nadé i d’adult (veure apartat
3.1), el paquet muscular s’ha fixat amb paraformaldehid al 4% diluit en PBS. A continuacio,
s’han realitzat tres rentats de 5 minuts amb PBS i s’ha incubat amb glicina 0.1 M durant 30
minuts per aturar la reaccié del fixador i blogquejar els grups aldehids que puguin quedar lliures.
Seguidament, mentre es fan els rentats i la incubacié amb la glicina, s’ha procedit a la
separacio 1 a I’extraccio de les capes mes superficials, sota lupa i amb estisores, fins arribar a
I’Gltima capa que és la del mascul LAL.

Una vegada el muscul s'ha aillat, fixat i és lliure de teixit connectiu, s’ha procedit a la
realitzacié del protocol de la immunohistoquimica. En primer lloc, s’ha permeabilitzat i
bloquejat les unions inespecifiques del miiscul amb la preincubacié d’una solucié de Trité X-
100 al 1% i BSA al 4% dissolt en PBS a 4°C durant tota la nit. Passat aquest temps, s’ha
incubat la mostra tota la nit a 4°C amb els diferents anticossos primaris en la mateixa solucié
de bloqueig i permeabilitzacié utilitzada en el primer pas. Concretament, s’ha marcat de forma
especifica i simultania: el terminal nervios, la cél-lula Schwann i els receptors d’acetilcolina
(AChR de I’anglés acetylcholine receptor). El terminal nerviés s’ha marcat amb 1’anticos
monoclonal de ratoli contra la sintaxina. Es una proteina que es troba situada en la membrana
de les vesicules d’acetilcolina que estan llestes per ser alliberades, una vegada ha arribat el
potencial d’acci6 al terminal nervids. La cél-lula de Schwann s’ha marcat amb un anticos
monoclonal de conill I’anti-S-100. L’S-100 és una proteina que pertany a la superfamilia de
proteines d’uni6 al Ca*?, que poden regular diverses funcions cel-lulars incloent la comunicacié
intercel-lular, el creixement i I’estructura cel-lular aixi com, el metabolisme i la transducci6 de
senyals intracel-lulars (Zimmer i cols., 1995). A continuacio, s’ha incubat durant 4-6 hores a
4°C amb els anticossos secundaris que son especifics contra ’espécie que s’ha obtingut
I’anticos primari i que a més a meés, estan conjugats amb un fluorocrom que ens donara la

marca fluorescent i que permetrd visualitzar els components de la NMJ. Els anticossos
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secundaris utilitzats per visualitzar les proteines d’interés son 1’Alexa fluor 488 que
reconeixera i s’unird a 1’anticos anti-sintaxina i marcara el recorregut axonal de color verd,
I’ Alexa fluor 647 que reconeixera i s’unira a ’anticos anti-S-100 i que ens detectara la cél-lula
de Schwann de color blau. EI component postsinaptic es marcara de color vermell amb una
toxina, que s’anomena alfa bungarotoxina (a-BTX de I’anglés alpha bungarotoxin) conjugada
amb tetrametilrodamina (TRITC de [I’anglés tetramethylrhodamine), que s’unira
irreversiblement als nAChRs i per tant, ens permetra detectar les zones d’innervaci6. Els
anticossos primaris, secundaris i la toxina a-BTX-TRITC que s’han utilitzat es mostren en la
taula M.8. Després de les incubacions dels anticossos primaris i secundaris, s’han fet tres
rentats de 10 minuts amb PBS amb agitacié i a temperatura ambient, per eliminar I’excés
d’anticos que no s’ha unit a la mostra i evitar les interferéncies. En el cas dels rentats de
I’anticos secundari s’ha fet a la foscor per evitar la pérdua d’intensitat de fluorescéncia. Per
ultim, s’han muntat les mostres amb un medi de Mowiol amb p-fenilediamina per prolongar la
marca fluorescent. Les mostres s’han deixat reposar un temps prudencial per després ser
visualitzades amb un microscopi laser scanning confocal Nikon (TE 2000-E).

En la figura M.3 es mostren uns exemples de les tres cel-lules que formen la NMJ en
el muscul LAL de nadé i d’adult, mitjangant la técnica d’immunohistoquimica convencional
per fluorescéncia amb triple marcatge. S observa com 1’ax6 (component presinaptic, en color
verd), fa contacte amb el component postsinaptic on s’han marcat els AChRs, en color vermell.
En blau, s’observa com I’anticos anti-S-100 es localitza per damunt de la sintaxina recobrint
I’ax6 per tant, ens donara la localitzacié de la cél-lula de Schwann mielogenica, i com la
cél-lula de Schwann terminal envolta aquesta unid. Concretament, en la primera imatge (figura
M.3A) es pot veure com multiples axons innerven en la mateixa placa motora, indicant que és
una sinapsi en desenvolupament (P6). A diferéncia de la sinapsi P6, en la segona
immunohistoquimica (figura M.3B) el midcit esta innervat per un sol axo, indicant una sinapsi
adulta. A més a més, en la primera imatge s’observa com els AChRs estan distribuits
uniformement en tota la placa motora, donant lloc, a una sinapsi immadura. | en I’Gltima
imatge, es mostra la placa motora amb una estructura molt més definida i ordenada, gracies a la

formacid dels plecs secundaris dels AChRs en una sinapsi madura.
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Figura M.3. Exemples d’immunohistoquimiques convencionals del miscul LAL de nadé i d’adult.
Immunolocalitzacié de la NMJ neonatal (A) i adulta (B) per triple marcatge. S’ha marcat en tots els casos: el
component presinaptic amb la sintaxina (de I’anglés syntaxin, en verd), la cél-lula de Schwann amb 1’S-100 (en blau) i
el component postsinaptic (receptors d’acetilcolina, AChRs) en vermell amb la toxina a-bungarotoxina conjugada amb
TRITC (a-BTX-TRITC). La primera columna correspon a la imatge colocalitzada (merge) dels tres components que

conformen la NMJ. Barra d’escala: 10 pm.

6.3 Procediment de la localitzacié dels receptors d’adenosina A;, Asa, Ays i Az en la

sinapsi neuromuscular mitjancant immunohistoguimica convencional

Per I’estudi de la localitzacidé dels receptors d’adenosina Aj, Aja, Ap 1 As, s’ha
realitzat immunohistoquimica per triple marcatge en el muiscul esquelétic LAL de nadé i
d’adult. La finalitat de realitzar triple marcatge és poder colocalitzar, de forma simultania, la
nostra proteina d’interés amb els components de la NMJ i aixi, poder estudiar-ne la seva
localitzacio. El procés d’extraccio, fixacid, permeabilitzacio i bloqueig de les unions
inespecifiques que s’ha seguit és el mateix que s’ha explicat anteriorment en 1’apartat 6.2. Els
receptors purinergics (Az, Asa, Asg 0 bé Az) s’han detectat amb els seus anticossos especifics
conjuntament amb 1’anti-S-100 o bé I’anti-Sintaxina i els AChRs. Finalment, s’ha incubat amb
els anticossos secundaris que reconeixeran i s’uniran als primaris. En aquest cas s’ha marcat de
la seglient manera: els receptors purinérgics amb 1’ Alexa fluor 488 (en color verd), I’anti-S-100
o bé I’anti-sintaxina amb 1’ Alexa fluor 647 (en color blau). Per ultim, els AChRs s’han marcat
amb I’a-BTX-TRITC (en color vermell) durant la incubacié dels anticossos secundaris. Les

dilucions dels anticossos primaris i secundaris empleades es resumeixen en la taula M.8.
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Proteina Anticos primari Casa comercial Diluci6
detectada
AR Anticos policlonal de conill ARR-006, Alomone Labs 1:100
AR Anticos policlonal de conill AB1587P, Millipore 10 pg/ml
AxnR Anticos monoclonal de ratoli 05-717, Millipore 0.2 pug/ml
AR Anticos policlonal de conill AB1589P, Millipore 1:50
AR Anticos policlonal de cabra N-19: sc-7506, Santa Cruz 1:100
AR Anticos policlonal de conill AB1590P, Millipore 1:200
AR Anticos policlonal de conill (H80): sc-13938, Santa Cruz 1:500
Sintaxina Anticos monoclonal de ratoli S0664, Sigma 1:1000
S-100 Anticos monoclonal de ratoli Ab4066-500, Abcam 1:100
S-100 Anticos monoclonal de conill 20311, Dako 1:1000
Anticos secundari Casa comercial Dilucié
Alexa Fluor 488 IgG d’ase contra-conill A-21206, Molecular Probes 1:300
Alexa Fluor 488 IgG d’ase contra-cabra A-1105, Molecular Probes 1:300
Alexa Fluor 488 IgG d’ase contra-ratoli A-21202, Molecular Probes 1:300
Alexa Fluor 647 IgG d’ase contra-ratoli A-31571, Molecular Probes 1:300
Alexa Fluor 647 IgG d’ase contra-conill A-31573, Molecular Probes 1:300

Taula M.8. Anticossos primaris i secundaris utilitzats en la immunohistoquimica convencional i d’alta resolucié.

Material, reactius i solucions

PBS (Soluci6 de fosfat sali, ajustat a pH 7.4): KCI 2.7 mM, KH,PO, 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na,HPO, 8.1 mM
Paraformaldehid 4% (Sigma) diluit en PBS

Glicina0.1 M

Solucié de permeabilitzacié i bloqueig: Trité 1% + BSA 4% en PBS
Anticossos primaris i secundaris (mirar la taula M.8)

Trit6 X-100 (Sigma)

Tetrametil rodamina (TRITC) (715-025-151, Molecular Probes) diluci6 1:800
Pinces, pipetes, eppendorfs i plaques de petri amb el fons de Sylgard
Portaobjectes (thermo scientific Mezel-Glaser)

Cobreabjectes (Hischmann Laborgenate)

Medi de muntatge Mowiol (4-88, Calbiochem) amb P-fenildiamina (Sigma)
Microscopi laser scanning confocal Nikon (TE 2000-E)

Taula M.9. Material, reactius i solucions utilitzades per la realitzaci6 de la immunohistoquimica convencional.
Totes les sals utilitzades han sigut distribuides per la casa comercial de Sigma.
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7. TECNICA D’IMMUNOHISTOQUIMICA D’ALTA  RESOLUCIO PER
FLUORESCENCIA

7.1 Fonament teoric

Les tres cel-lules que formen part de la NMJ (el terminal nerviés, la cél-lula muscular
i la cel-lula de Schwann) estan intimament juxtaposades només a uns nanometres de distancia
unes d’altres (Lanuza i cols., 2007). Degut a la proximitat d’aquests components i a la
localitzacio de la cel-lula de Schwann terminal al voltant del terminal nerviés, ens pot
emmascarar les possibles localitzacions dels receptors d’adenosina en la NMJ. Per poder
obtenir una localitzacio cel-lular i subcel-lular especifica i precisa d’aquestes molécules en la
NMJ, és imprescindible poder discernir entre el component presinaptic i postsinaptic d’una
forma clara i precisa, ja que ens ajudara a entendre i a caracteritzar millor la seva funcié. En
aquest treball, amb 1’objectiu de confirmar la preséncia dels receptors d’adenosina en els
terminals nerviosos i de millorar la resolucié de les imatges, en alguns casos i sempre que ha
sigut necessari, s’ha realitzat la técnica de la immunohistoquimica d’alta resolucié mitjangant
I’obtencid de talls transversals semifins en musculs LALs neonatals i adults (Garcia i cols.,
2005; Lanuza i cols., 2007).

L’obtencio de talls transversals semifins consta de diferents passos, primer es realitza
una immunohistoquimica convencional on es marquen les proteines d’interés, després es
selecciona les arees d’innervacio visualitzant els nAChRs. A continuacio, es deshidrata la
mostra amb una bateria d’alcohols i cetones, i per ultim, es fa una inclusié de la mostra amb
resina spurr i s’obtenen talls transversals semifins de 0.5-0.7 um de gruix amb un microtom
(Reichert Ultracut E microtome, Leica Microsystems). Els talls semifins resultants s’han
col-locat en portaobjectes i s’han observat mitjan¢ant el microscopi laser scanning confocal
Nikon (TE 2000-E).

La immunohistoquimica de talls transversals semifins presenta una série d’avantatges
respecte altres técniques que podiem haver utilitzat; per exemple, els talls transversals del
muscul fixat amb respecte els inclosos per congelacié (Tokuyasu, 1973, 1980; Lafarga i cols.,
1997). El principal avantatge d’aquesta tecnica és que els talls son més fins (talls semifins d’un
gruix de 0.5-0.7 pm) amb aix0 s’augmenta la resolucio. El fet de tindre talls transversals
semifins ens permetra visualitzar els tres components per separat, en un mateix pla, i de forma
més precisa.

Aquesta técnica ens garanteix 1’antigenicitat respecte unes altres técniques que s hagi

d’extreure la resina d’un tall abans de tenyir-lo. Aixd fa que s’hagi d’utilitzar solvents
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agressius que fan perdre I’antigenicitat de moltes molécules, al no aguantar el procés
d’extraccio. En el nostre cas, al realitzar préviament la immunohistoquimica, el procés
d’inclusi6 fa que no afecti a l’antigenicitat (el muscul ja esta marcat). A més, al no ser
necessari el procés d’extraccid de resina, minimitza la pérdua de la molécula d’interés. En la
figura M.4 es mostra una imatge d’un tall transversal semifi (0.5 pm) d’una NMJ del muscul
LAL, en aquest cas tenyit amb blau de metilé, en el es que pot observar de forma independent
els tres components que conformen la NMJ (Lanuza i cols., 2007, 2014). Es pot visualitzar de
forma precisa com els botons terminals (en color verd) es troben situats entre la cél-lula de
Schwann (en color blau) i els AChRs (en color vermell) indicant que els tres marcadors
moleculars especifics de les tres cél-lules sinaptiques estan ben separades per aquest

procediment (figures M.4B-C).

secundaris dels
AChRs

Figura M.4. Imatge de la uni6 neuromuscular d’un tall semifi tenyit amb blau de metilé. (A) Imatge d’un tall
semifi de la NMJ tenyit amb blau de metilé. (B) Mateixa imatge que la primera on s’ha resseguit en blau la cél-lula de
Schwann, el terminal nerviés en verd i els plecs secundaris dels receptors d’acetilcolina (AChRs) en vermell. (C)
Esquema dels tres components que conformen la NMJ representats en la segona imatge. Imatges obtingudes de la
publicacié de Lanuza i cols. (2007, 2014). Barra d’escala: 10 um.

7.2 Localitzacié de les tres cel-lules de la sinapsi neuromuscular per immunohistoguimica

d’alta resolucio

Per la localitzacio de les tres cél-lules que conformen la NMJ s’ha realitzat la
combinaci6é d’ambdues técniques (la immunohistoquimica de fluorescéncia i 1’obtencio de talls
transversals semifins) per poder discernir entre el component presinaptic i postsinaptic.
Aquesta técnica consisteix en fer una immunohistoguimica convencional amb mostres senceres
de LAL de nad¢ i d’adult. S’ha marcat el recorregut axonal amb I’anti-sintaxina, la cél-lula de
Schwann amb 1’anti-S-100 durant una nit a 4°C. A continuacio, s’ha incubat amb els anticossos
secundaris corresponents on s’ha utilitzat 1’Alexa fluor 488 (en verd) per marcar el recorregut
axonal, 1’Alexa fluor 647 (en blau) per localitzar la cél-lula de Schwann i la toxina a-BTX-

TRITC (en vermell) per identificar el component postsinaptic. Una vegada realitzada la
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immunohistoquimica convencional, les mostres s’han estirat sobre un portaobjectes amb PBS i
amb I’ajuda del microscopi de fluorescéncia s’ha fet una seleccio de les zones amb més
contactes sinaptics, ¢s a dir, s’ha tallat una seccié (3 mm?, aproximadament) de la mostra del
LAL on hi ha més quantitat de nAChRs. A continuacid, cada tall seleccionat s’ha posat en un
vial per mostra amb PBS. Seguidament, s’ha deshidratat la mostra amb incubacions de 10
minuts a temperatura ambient amb una bateria d’alcohols de menys a més proporcié d’alcohol:
30%, 50%, 70%, 90%, 96% i I’Gltim pas d’aquest alcohols son tres incubacions de 10 minuts
amb alcohol absolut (al 100%) (veure la preparacié d’alcohols en la taula M.10). Per Gltim,
s’han fet tres incubacions de 15 minuts amb acetona. El segiient pas, és la preinclusié de resina
spurr de la mostra. Consisteix en fer diferents incubacions disminuint la proporcié d’acetona i
augmentant la de resina lentament, fent incubacions d’1 hora 30 minuts a temperatura ambient
i en agitacid. La inclusid de resina en la mostra s’ha fet de forma progressiva, comengant amb
una proporcid 3:1 (acetona: resina), després s’ha fet un altre incubaci6 a una proporcid 1:1. I
per ultim, s’han incubat les mostres amb una proporcié 1:3 durant 1 hora a temperatura
ambient i seguidament tota la nit a 4°C remenant. En acabar la preinclusid, on la resina s’ha
introduit de forma progressiva i a poc a poc dins de la mostra, s’ha fet la inclusi6 amb resina
pura. Els fragments de muscul LAL s’han incubat tres vegades amb resina spurr pura durant 2
hores cadascuna, a temperatura ambient i en agitacio amb els vials destapats per a que
s’evapori I’acetona que s’hagi pugui quedar durant el procés.

Finalitzada la inclusi6 de la mostra, el fragment del muscul s’ha orientat
transversalment sota lupa en un motlle de silicona, sobre un llit de resina préviament fet i s’ha
cobert de resina spurr. A continuacid, el motlle amb les mostres s’han col-locat en I’estufa a
60°C durant 48 hores per a que la resina es solidifiqui i formin els blocs. Transcorregut aquest
temps, quan els blocs ja estan solidificats, els blocs s’han piramidat per ’extrem que conté el
tros de muscul LAL i s’han realitzat seccions transversals semifines de 0.5-0.7 um de gruix,
amb el microtom (Reichert Ultracut E microtome, Leica Microsystems). D’aquesta manera
obtenim les tres cél-lules situades en un pla. Els talls semifins resultants s’han col-locat en
portaobjectes i s’han observat mitjangant el microscopi laser scanning confocal Nikon (TE
2000-E). (El material i solucions utilitzades per ’obtencié de talls semifins es mostren en les
taules M.10 i M.11).

En la figura M.5, es mostra un exemple del tipus d’imatge que s’obté amb aquest
tipus de técnica. Es mostra els tres components de la NMJ en un tall transversal semifi d’un
muscul esquelétic LAL de nado i d’adult. Podem distingir com entre la cél-lula de Schwann (en

blau) i la cel-lula muscular (en vermell), es troben els botons terminals (en verd) fent contacte
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amb la membrana postsinaptica dels miocits. Els tres fluorocroms queden perfectament ben
separats augmentant la resolucié de la imatge on s’observen escassos 0 nuls punts de
coincidéncia entre ells. Els anticossos utilitzats sdn els mateixos que en la immunohistoquimica

convencional i es mostren en la taula M.8.

Syntaxin

Figura M.5. Exemple d’una uni6 neuromuscular neonatal i adulta en una secci6 tranversal semifina. Imatge d’un
tall semifi transversal realitzat en un muascul LAL neonatal (A) i adult (B). La primera columna és la imatge
colocalitzada (merge) dels tres components que confomen la NMJ. En tots els casos, el terminal nervids s’ha marcat
amb la sintaxina (de 1’anglés syntaxin, en verd), la cél-lula de Schwann amb 1’S-100 (en blau) i els AChRs amb I’a-
BTX-TRITC (en vermell). Les imatges A i B, ens permeten veure de forma clara i precisa com els botons terminals es
troben situats entre la cél-lula muscular i la cel-lula Schwann. Barra d’escala: 10 um.

7.3 Localitzacio6 dels receptors d’adenosina A;, Ay, Az i As en la sinapsi neuromuscular

mitjancant immunohistoquimica d’alta resolucié

En els estudis de localitzacio dels receptors d’adenosina, amb 1’objectiu de determinar
de forma precisa i exacta la possible localitzacid d’aquests receptors en la NMJ i evitar els
punts de coincidéncia entre cél-lules, sempre que ha sigut necessari, s’ha realitzat la
immunohistoquimica d’alta resolucié. Primer, s’ha realitzat una immunohistoquimica
convencional com s’ha explicat anteriorment en ’apartat 6.3. Posteriorment, tal i com es
mostra en l’apartat anterior s’ha procedit a seleccionar la zona amb més AChRs, a la
deshidratacio i a la inclusio amb resina spurr. Concretament en aquest cas, s’ha localitzat els
receptors d’adenosina amb els seus anticossos especifics conjuntament amb 1’anti-S-100 o bé
’anti-sintaxina, i amb els marcatge dels receptors d’AChRs. Finalment, s’ha incubat amb els

anticossos secundaris que reconeixeran i s’uniran als primaris, on s’ha marcat els receptors
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d’adenosina amb 1’Alexa fluor 488 (en color verd), ’anti-S-100 o bé 1’anti-Sintaxina amb
I’Alexa fluor 647 (en color blau). Els AChRs s’han marcat amb 1’a-BTX-TRITC (en color
vermell) durant la incubaci6 dels anticossos secundaris. Les dilucions dels anticossos primaris i
secundaris utilitzades es resumeixen en la taula M.8.

En tots els experiments d’immunohistoquimica realitzats s’han observat un minim de
sis musculs i 150 NMJ per cada receptor i edat. | sis musculs addicionals han sigut utilitzats

com a controls negatius.

Material i solucions

PBS (Soluci6 de fosfat salf, ajustat a pH 7.4): KCI 2.7 mM, KH,PO, 1.5 mM, NaCl 140 mM i Na,HPO, 8.1 mM
Alcohols al: 30%. 50%, 70%, 90%, 96% i absolut al 100% (Panreac). Diluits en aigua bidestil-lada
Acetona 100% ultrapura (Panreac)

Resines spurr (veure taula M.11)

Vials de vidre (Afora)

Motlle de silicona per fer els blocs (Aname)

Lupa

Estufa a 60°C.

Placa calefactora

Portaobjectes (thermo scientific Mezel-Glaser)

Microtom (Reichert Ultracut E microtome, Leica Microsystems)

Microscopi laser scanning confocal Nikon (TE 2000-E)

Taula M.10. Material i solucions utilitzades per la realitzacié de la immunohistoquimica d’alta resolucié. Totes
les sals utilitzades han sigut distribuides per la casa comercial de Sigma.

Reactiu Casa comercial

ERL (vinil ciclohexenedioxid) Electron Microscopy Sciences
DER (diglicidil éter polupropolé glicol) Electron Microscopy Sciences
NSA (nonenil succinic anhidre) Electron Microscopy Sciences
DMAE (dimetilamino etanol) Electron Microscopy Sciences

Taula M.11. Resines spurr utilitzades per I’obtencié de blocs.

8. CONTROLS NEGATIUS PER LA IMMUNOHISTOQUIMICA CONVENCIONAL |
D’ALTA RESOLUCIO PER FLUORESCENCIA

Préviament als experiments d’immunohistoquimica, s’han realitzat controls negatius
per corroborar 1’especificitat dels anticossos utilitzats i per tal de descartar les possibles unions
inespecifiques dels anticossos primaris i les reaccions creuades que es puguin donar entre els

anticossos primaris i secundaris. S’han realitzat diferents controls negatius:
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1) S’ha avaluat la possible uni6 inespecifica de I’anticos secundari a altres estructures
de la NMJ. S’ha incubat el muscul LAL amb la preséncia dels anticossos secundaris i en
abséncia dels anticossos primaris (resultats no il-lustrats).

2) S’ha fet una preincubacié de I’anticos primari amb un excés del seu péptid de
bloqueig (proporci6é 5 vegades péptid control: 1 vegada anticos primari) durant 2 hores a
temperatura ambient o bé tota la nit a 4°C, donant lloc a la formacié d’un complex péptid-
anticos. A continuacio, el miscul LAL s’ha incubat amb aquest complex format, seguint el
procediment d’una immunohistoquimica convencional o d’alta resolucié (resultats no
il-lustrats). Els péptids utilitzats es mostren en la taula M.7.

3) Per confirmar que no hi ha reaccions creuades entre els anticossos primaris i
secundaris utilitzats s’han dut a terme els segiients controls:

3.1) Com a controls negatius pels anticossos dels receptors desenvolupats
en conill: Ay, Ayg de Millipore (AB1589P) i A; s’ha incubat el mascul LAL amb
I’anticos monoclonal anti-S-100 o I’anti-sintaxina desenvolupat en ratoli. També
s’ha marcat el component postsinaptic amb 1’a-BTX-TRICT, en vermell. Com
anticossos secundaris s’han utilitzat 1’Alexa 647 d’ase contra ratoli (que ens
detectara la marca positiva de 1’S-100 o la sintaxina) i I’Alexa 488 d’ase contra
conill (que ens donara marca negativa pel/s receptor/s) (figures M.6A i M.6C).

3.2) Com a control negatiu per I’anticos del receptor A, desenvolupat en
ratoli s’ha incubat el muscul LAL amb I’anticos monoclonal anti-S-100
desenvolupat en conill. Els AChRs s’han marcat en vermell amb 1’a-BTX-
TRICT. A continuacid, s’ha incubat amb els anticossos secundaris 1’Alexa 647
d’ase contra conill (que ens detectara marca positiva per 1’S-100) conjuntament
amb I’Alexa 488 d’ase contra ratoli (que donara marca negativa del receptor)
(figura M.6B).

3.3) Com a control negatiu per I’anticos del receptor A,z desenvolupat en
cabra de Santa Cruz (sc-7506), també s’ha incubat el miscul LAL amb 1’anticos
monoclonal anti-S-100 de conill. Com en els casos anteriors, també s’ha marcat
el component postsinaptic amb 1’a-BTX-TRICT, en vermell. Els anticossos
secundaris que s’han utilitzat son 1’Alexa 647 d’ase contra conill (que donara
Marca positiva per 1’S-100) conjuntament amb 1’anticos Alexa 488 d’ase contra

cabra (que donard marca negativa pel receptor) (figura M.6C).
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En les imatges obtingudes dels controls negatius es mostra que els anticossos

secundaris presenten especificitat Unica en vers al seu corresponent anticos primari, i per tant

—

Figura M.6. Controls negatius amb la técnica d’immunohistoquimica d’alta resoluci6 i convencional en misculs

no permeten reaccions creuades.

Negative control

Negative control

Negative control

Negative control

LALs adults. Exemples de controls negatius dels receptors d’adenosina. A i B son immunohistoquimiques d’alta
resolucio (STS de ’anglés semithin cross-section) i les imatges C i D sén immunohistoquimiques convencionals. (A i
C) Control per I’anticos d’ase contra conill conjugat amb 1’Alexa 488. (B) Control per I’anticos d’ase contra ratoli
conjugat amb 1’ Alexa 488. (D) Control per I’anticos d’ase contra cabra conjugat amb 1’ Alexa 488. En tots els casos els

anticossos secundaris no reaccionen amb els altres anticossos utilitzats. Barra d’escala: 10 pm.

9. MICROSCOPIA LASER CONFOCAL

Per poder visualitzar les immunohistoquimiques convencionals o d’alta resolucio
marcades mitjancant fluorescéncia, s’ha utilitzat un microscopi laser scanning confocal Nikon
(TE 2000-E). Les imatges s’han captat amb un objectiu de 63x o 100x d’1.4 d’obertura
numerica oil, (UPlan-Apochromatic objective). Els fluorocroms Alexa fluor 488 (verd), TRITC
(vermell) i Alexa fluor 647 (blau) s’exciten seqiiencialment amb les linies de 488 nm, 568 nm i
633 nm, respectivament, amb lasers d’argd-krypt6-He-Ne. S’ha tingut en compte la forca dels
lasers per evitar qualsevol senyal de contaminacié d’un canal en un altre. Les seccions X 1 Y

s’han recollit en la direccié Z d’una mostra utilitzant un “Z-stage” (platina mobil) d’elevada
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resolucid. Les projeccions de maxima intensitat de les successives seccions X,Y es transformen

en projeccions 3D utilitzant un software especific del microscopi laser confocal.

10. METODOLOGIA ELECTROFISIOLOGICA

10.1 Fonament de la técnica

L’electrofisiologia ens permet con¢ixer 1’activitat idnica en el citoplasma dels miocits
en resposta a estimuls nerviosos. Es reprodueix “ex-vivo in vitro” la fisiologia neuromuscular
mantenint el miscul LAL viu. Per tant, I’equip d’electrofisiologia en el model neuromuscular
constara d’una unitat estimuladora per a que provoqui un estimul o generi un potencial d’accio
i un equip que registri la resposta neuromuscular que es genera, que es comentara més
endavant. En tots els experiments realitzats, s’ha fet el registre intracel-lular on 1’eléctrode
s’introdueix en el citoplasma de la cél-lula muscular i s’estudia la resposta evocada (EPPs) o
I’espontania. L’EPP és el procés de 1’intercanvi ionic postsinaptic desencadenat per la unié de
I’acetilcolina amb els seus receptors. L’altre forma d’estudi d’activitat sinaptica és 1’activitat
espontania. De forma espontania apareixen EPPs en miniatura (mEPPS) a una frequéncia de 60
per minut. L’estudi de I’activitat espontania no precisa del bloqueig de la contraccié muscular
ni ’activacié del potencial d’acci6 axonal per part de la unitat estimuladora.

Els experiments d’electrofisiologia que s’han realitzat en aquest treball, ens permeten
veure ’efecte dels receptors purinérgics en la neurotransmissié i la funcié que tenen els
receptors purinérgics com a neuromoduladors mitjangant 1’1s d’antagonistes i agonistes. Aixi
com, la relacié d’aquests en diferents rutes i canals ionics, com els receptors mAChRs, PKA,

PKC i VDCCs, tots ells en la NMJ adulta.

10.2 Preparacié de la mostra pels estudis electrofisiologics

Tots els experiments d’electrofisiologia que s’han realitzat han sigut per registre
intracel-lular i el model neuromuscular que s’ha utilitzat ha sigut el muscul LAL conjuntament
amb el seu nervi. El procediment que s’ha seguit per I’extracci6é d’aquest muscul s’ha comentat
en I’apartat 3.1. Concretament, pels estudis d’electrofisiologia, s’ha fet la disseccié del muscul
LAL en una placa amb el fons de Sylgard contenint solucié de Ringer. S’ha procedit amb
molta cura de no lesionar el teixit fins arribar a I’Gltima capa que és el LAL i aillar el nervi que
es troba molt proxim al cartilag. Durant la disseccio es fan canvis molt freqiients de Ringer per

evitar ’osmosi 1 durant el registre electrofisioldgic cada 30 minuts, excepte en els experiments
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d’activitat sinaptica que es fan canvis despres de cada registre. Finalment, la mostra es col-loca
en una camareta de registre (de volum 1.5 ml) que permet mantenir el mascul viu mitjancant
un sistema de perfusié continu. L’orientacié de la mostra en la camareta és de tal forma que
I’orella queda orientada a la paret de la camareta i el nervi queda per sobre dels dos eléctrodes
de plati (catode positiu i el negatiu), incorporats a un extrem de la camareta, per on arriba
I’estimul eléctric administrat (veure figura M.7). En experiments de freqiiéncia d’estimulacio a
1 Hz s’ha de procurar que el nervi quedi entre aquests dos eléctrodes per després poder fixar-ho
amb vaselina i evitar la discontinuitat, ja que és per on s’administrara ’estimul eléctric. Pels
experiments d’esgotament (trens d’estimul a 40, 100 Hz i facilitacio) el nervi es succiona amb

un eléctrode de succid, on simultdniament aquest eléctrode administra I’estimul eléctric.

Figura M.7. Camareta de registre.

10.3 Metodes de prevencié de la contraccio

En els experiments d’electrofisiologia, préviament a fer els registres controls és
imprescindible bloquejar la contraccié muscular natural. D’aquesta manera, es pot observar els
EPPs quan se li aplica un estimul i es pot evitar ruptures andmales de la membrana
postsinaptica amb 1’eléctrode de registre. Hi ha diversos metodes que eviten la contraccio:

1) Reduint I’alliberaci6 de neurotransmissor modificant el medi extracel-lular amb
baix Ca' o alt Mg*. Ambdés, interfereixen directament sobre la maquinaria de la
neurotransmissi6. Concretament, a altes concentracions de Mg™ o bé a baixes
concentracions de Ca™ es redueix Ialliberaci6 d’acetilcolina. E1 Mg és bivalent i
competeix amb el Ca' durant la neurotransmissié (Jenkinson, 1957; Kharasch i cols.,
1981). El Ca™ intervé en la neurotransmissié ja que quan arriba el potencial d’acci6
s’activen els VDCCs fent que el Ca*? entri dins de la neurona. El Ca*? fa que les vesicules

que contenen el neurotransmissor s’uneixin a la membrana cel-lular del terminal nervios
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alliberant I’acetilcolina a ’espai extrasinaptic, entre el terminal nervids i la fibra muscular
estriada.

2) D-tubocurarine o curare (0.7 puM). El d-tubocurarine s’extreu de la planta
strychnos o Chondrodendron tomentosum, funciona com un agent bloquejador o un
relaxant neuromuscular. El d-tubocurarine actua entre la unié del nervi i el mdscul,
bloquejant la transmissié dels impulsos nerviosos. T¢ la mateixa afinitat que 1’acetilcolina,
competeix amb ella per unir-se als nAChRs de les cel-lules musculars. Quan el d-
tubocurarine s’uneix enlloc de ’acetilcolina, els receptors no s’activen i hi ha una pérdua
de funcié muscular, paralisi inclds la mort per asfixia. Per tant, el d-tubocurarine redueix la
resposta postsinaptica a més d’influir sobre els receptors presinaptics nicotinics i
muscarinics (Ferry i Kelly, 1988; Santafé i cols., 2006).

3) p-conotoxina GIIIB (u-CgTx GIIIB de I’anglés u-conotoxin GIIIB, 1.5-3 puM).
Aquesta neurotoxina provée dels cargols marins de la familia Conoidea, en especial dels
cargols del genere Conus (L6pez-Vera, 2010). La u-CgTx GIIIB bloqueja selectivament els
canals de sodi voltatge dependents musculars evitant la contraccio, impedint la propagacid
del potencial d’acci6 axonal i permetent el registre de I’EPP mantenint la maquinaria de
neurotransmissié intacte.

4) N-benzil-p-tolu¢ sulfonamida (BTS de I’anglés N-benzyl-p-toluene sulphonamide,
200 uM), hidrolitza els tabuls T del reticle sarcoplasmatic evitant la contraccié muscular i
permetent el registre de I’EPP. Els tibuls T son els responsables de la contraccié uniforme
de cada fibra muscular esquelética. Aquest sistema esta constituit per una xarxa
d’invaginacions tubulars de la membrana plasmatica de la fibra muscular, on les branques
envolten les unions de les bandes A i | de cada sarcomer. Els tibuls T permeten que ’ona
de despolaritzacio, responsable de la contraccié muscular, es distribueixi rapidament des de
la superficie cel-lular fins a Dl’interior del citoplasma arribant a cada miofibril-la. La
despolaritzaci6 de la membrana plasmatica de la cél-lula muscular que es propaga al llarg
dels tibuls T, produeix 1’obertura dels canals de Ca*? cap al citosol.

5) La técnica del “cut”. Consisteix en tallar les fibres musculars a costat i costat de la
principal branca nerviosa intramuscular on les fibres musculars queden parcialment
despolaritzades amb la inactivaci6 dels canals de sodi (Hubbard i Wilson, 1973; Santafé i

cols., 2001, 2009).
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Previament en el nostre grup, s’han realitzat experiments utilitzant dues técniques
diferents per evitar la contraccié: el cut i ’addici6 de la u-CgTx GIIIB en la mostra. En aquests
experiments no s’han trobat diferéncies significatives entre els dos métodes utilitzats. Només
en la diferéncia de potencial de membrana on s’obtenen millors potencials de membrana amb
I’addicié de la p-CgTx GIIIB que amb la técnica del cut (Santafé i cols., 2009). Per aquestes
caracteristiques, perque 1’us de la u-CgTx GIIIB és menys laboriosa (ja que només cal afegir-la
a la preparaci6), perqué és la més fisiologica i perqué és la que menys interfereix en la
maquinaria sinaptica escollim la u-CgTx GIIIB com a métode per prevenir la contracci6.

Préviament a iniciar els experiments pels receptors d’adenosina, s’ha realitzat un
experiment control amb 1’objectiu de confirmar que la p-CgTx GIIIB blogueja selectivament
els canals de sodi voltatge dependents, paralitza el muascul, deixa la maquinaria de la
neurotransmissio intacte i no afecta a la neurotransmissio. En aquest estudi control, s’ha evitat
la contraccié amb la técnica del cut amb un reforcament de BTS (200 uM) per posteriorment
poder incubar la preparaci6 amb la pu-CgTx GIIIB, i poder estudiar el seu efecte en la
neurotransmissio. En primer lloc, s’ha fet un registre control durant 1 hora amb Ringer normal.
A continuacid, s’ha incubat la preparacié amb la u-CgTx GIIB (1.5-3 pM), en preséncia de
BTS durant 1 hora i en la tercera hora addicional s’ha fet el registre experiment.
Experimentalment, aquest estudi control que s’ha realitzat mostra que la u-CgTx GIIB no
afecta a cap parametre de la neurotransmissié (contingut quantic, freqiiencia i amplada del
mEPPs, curs del temps de I’EPP; % de variacié del contingut quantic 6.97 + 3.58, % de
variacié de la frequéncia dels mEPPs: 7.20 + 6.22) i no s’observen respostes dels EPPs
properes a la saturacié (donat que hi ha molt neurotransmissor alliberat en musculs tractats amb
u-CgTx GIIIB). Confirmant que la u-CgTx GIIIB no afecta a la funci6 sinaptica en les nostres
condicions experimentals.

En els experiments on s’ha utilitzat només la p-CgTx GIIB (1.5-3 uM) per bloquejar
la contraccid s’ha afegit aquesta substancia cada mitja hora alterna. En la majoria
d’experiments per tal de reduir la quantitat de u-CgTx GIIIB, durant la preincubacié dels 30
minuts abans de realitzar el registre control i durant 1’hora d’incubacié de la substancia
purinérgica s’ha afegit una barreja de p-CgTx GHIB (3 uM) i BTS (200 pM). Excepte, en els

experiments d’activitat sinaptica on només s’ha utilitzat la p-CgTx GIIIB (3 pM).
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10.4 Equip d’electrofisiologia

Les técniques electrofisiologiques pretenen reproduir artificialment la resposta
fisiologica d’un sistema en diferents condicions experimentals pel seu estudi. Per tant, en el
model neuromuscular es necessitara un equip que provoqui un estimul nervids (unitat
estimuladora) i un equip que registri (sistema de registre) aquesta resposta neuromuscular que
€s genera.

L’equip d’electrofisiologia consta de la unitat estimuladora, I’amplificador, la unitat
ailladora, la taula digitalitzadora i el sistema informatic (Axocope 9.0). La unitat estimuladora
(CS-20 Cibertec Stimulator) esta associada a una unitat d’aillament d’estimul, i genera
continuament polsos de 1-10 V a una freqiiéncia entre 0.5 i 100 Hz i amb una durada de 0.1-0.2
ms. L’administracié de 1’estimul és a través de 1’eléctrode de plati que esta en contacte amb el
nervi del muscul. En el cas dels experiments d’activitat sinaptica, que es comentaran més
endavant, es fa mitjancant succié. Concretament, es treballa a un voltatge determinat que ve
donat pel llindar d’estimul (intensitat minima per generar activitat eléctrica en la preparacid
neuromuscular). Per tal d’assegurar que la totalitat de les fibres responen a 1’estimul aplicat,
aquest llindar es multiplica per 3.

El sistema de registre intracel-lular consta: d’un eléctrode de registre, d’un eléctrode
de referéncia, d’un amplificador i d’un sistema informatic. L’eléctrode de registre que
s’introdueix dins del citoplasma de la fibra muscular és un capil-lar de borosilicat (GC150F-10,
Harvard Apparatus Ltd., diametre intern 0.86 mm, diametre extern 1.5 mm) que conté una
soluci6é de KCI 3 M. L’obtencio de I’eléctrode de registre és mitjangant un puller (Narishige,
Japd), que escalfa el capil-lar i I’estira formant dos eléctrodes de registre amb una punta fina
de menys de 1 um i d’una resisténcia de: 20-70 MQ ideal pel registre intracel-lular. Aquest
electrode esta connectat a un amplificador (Tecktronics, AMS02, Tektronix, Inc., Beaverton,
OR, US) per tal d’amplificar 10 vegades la senyal. L’eléctrode de referéncia és un filament de
plata clorurat submergit en Ringer normal, col-locat a una distancia petita de la preparacid i
esta connectat amb el bany amb un pont d’agar (3.5% agar en 137 mM NaCl) (veure la
composicié de la solucio a la taula M.12). Aquest eléctrode ens permetra conéixer ’estat del
medi extracel-lular per poder comparar-lo amb les modificacions del medi intracel-lular que es
pretén valorar. Les senyals enregistrades es digitalitzen (DIGIDATA 1322A, Interface, Axon
Instrument Inc., Weatherford, TX, USA), s’emmagatzemen i s’analitzen amb el software
Axoscope 9.0 (Axon Instruments Inc.) a I’ordinador. En tots els experiments, les senyals s’han

filtrat tant per 1’alliberacié evocada com per 1’espontania. Per a la neurotransmissi6 evocada ha
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estat filtre inferior: 1 kHz i filtre superior: 1 Hz i per la neurotransmissio espontania filtre
inferior: 0.2 kHz i filtre superior: 1 Hz.

L’equip d’electrofisiologia es mostra en la figura M.8, Tot el sistema va ser muntat
damunt d’una taula antivibratoria per minimitzar les possibles vibracions de ’entorn del treball
i evitar pertorbacions mecaniques en 1’eléctrode, situat a la vegada dins d’una caixa de
Faraday construida d’un material conductor per bloquejar les interferéncies eléctriques

externes.

Figura M.8. Equip basic d’electrofisiologia de registre intracel-lular. Elements basics d’un equip
d’electrofisiologia. 1) Unitat estimuladora; 2) Unitat ailladora; 3) Amplificador; 4) Tabla digitalitzadora; 5) Sistema
informatic (Axoscope 9.0).

10.5 Registre de la neurotransmissio

10.5.1 Neurotransmissié evocada

La neurotransmissio evocada parteix de 1’administracié d’un estimul (a 1 Hz) al nervi
de la preparacié neuromuscular i es registre a nivell de la cel-lula postsinaptica. La resposta de
la despolaritzacio local de la membrana de la cél-lula muscular és I’EPP. El registre de I’EPP té

una forma molt caracteristica. D’esquerra a dreta, consisteix en una linia de base que presenta
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un pic de poca duracié provocat per ’experimentador corresponent a “I’artefacte d’estimul
eléctric”. Seguit per un curt lapsus de temps d’1-2 ms, que s’anomena laténcia (figura M.9,
fletxa rosa), s’observa una ona semblant a una parabola de major duracié mesurada en mV que
puja fins a un maxim, en I’eix Y, i torna a baixar, corresponent a I’EPP. Per tant, I’EPP
correspon al procés d’intercanvi ionic postsinaptic desencadenat per la unié de 1’acetilcolina
amb els seus receptors. L’amplada de I’EPP ¢és la distancia des de la base fins al punt maxim de
IEPP en I’eix de les Y (es mesura en mV, figura M.9, fletxa blava) i ens déna informacio de
I’eficacia sinaptica. Algun canvi en la laténcia ens indica que s’esta produint canvi en la
conduccio de I’estimul.

En tots els experiments d’electrofisiologia per escollir la fibra adequada, s’ha observat
el temps de pujada que és la pendent de I’EPP, és a dir, la distancia des de la base on comenga
I’episodi fins el punt més alt mesurat en ms. Intentant que en cap cas superi 1.5 ms en els
musculs adults. Ens dona informacié de la proximitat de 1’eléctrode de registre a la placa

motora.
A

!

>
Figura M.9. Potencial de placa evocat. Esquema d’un EPP (de I’anglés evoked endplate potential). La distancia des
de Dartefacte d’estimul (que és I’ona petita que s’observa) fins I’inici del propi EPP és la laténcia (fletxa rosa).
L’amplada és la distancia des de la base fins al punt maxim de I’episodi (fletxa blava).

10.5.2 Neurotransmissié espontania

La neurotransmissié espontania son EPPs miniatura que apareixen de forma
espontania a una freqiiéncia minima de 60 per minut. L’estudi dels mEPPs no precisa de
bloqueig de la contraccido ni de I’activacio del potencial d’accié per part de la unitat

estimuladora.

Figura M.10. Exemples dels potencials de placa miniatura (mEPPs de I’anglés miniature endplate potential). La
fletxa negra indica I’amplada d’un dels mEPPs.
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10.6 Depressio i facilitacio. Registre de ’activitat sinaptica a 40i 100 Hz

S’han realitzat experiments on s’han avaluat dos parametres: la depressio 1 la
facilitaci6. La depressiéo o ’activitat sinaptica consisteix 1’aplicacidé d’estimuls continus per
succi6 a 40 o bé a 100 Hz en el muscul LAL durant dos minuts on s’estudia la seva resposta
postsinaptica. Es registren els episodis ocasionats durant aquest temps i es deixa descansar la
fibra un interval de 10 minuts entre registre i registre. Es registren un total de 8-10 fibres entre
el registre control i I’experiment. S’avalua els canvis en la depressié com la ratio de la mitjana
de I’amplada dels 15 tltims EPPs i ’amplada dels 15 primers EPPs. Els paired pulses o
facilitacio es considera generalment com el resultat de 1’augment d’alliberacié evocada del
segon potencial d’acci6 respecte el primer degut al Ca*? residual presinaptic (del Castillo i Katz,
1954; Katz i Miledi, 1968). L’estudi dels paired pulses ens permet identificar modificacions en
la gesti6 intracel-lular del Ca*?com per exemple, canals, bombes o receptors de la rianodina.

Experimentalment en aquesta tesi, els paired pulses sorgeixen de ’aplicacié de dos
estimuls a 40 Hz en la preparacid on es registra la resposta postsinaptica. I s’ha avaluat com la

ratio de I’amplada del segon EPP entre el primer en tots els trens.

10.7 Registre continu a 1 Hz o a altes concentracions de calci

Els experiments realitzats en el nostre grup amb els inhibidors de la PKC s’ha vist es

2 0 bé estimul

necessita una situacié d’alta neurotransmissié (altes concentracions de Ca*
continu a 1 Hz) per a que la PKC s’acobli a la neurotransmissio i els inhibidors puguin inhibir
a la PKC (Santafé i cols., 2005, 2009; Besalduch i cols., 2010). En aquest tipus d’experiments
també s’ha seguit el mateix criteri per seleccionar la fibra adequada, procediment que es
descriura en el segiient apartat (10.8) i on també s’han registrat 15 fibres control i 15 fibres

experiment.

10.8 Procediment de I’experiment d’electrofisiologia

En els experiments d’electrofisiologia, per poder mantenir la mostra viva (el muscul
LAL) es posa en una solucié oxigenada de composicio i osmolaritat similar al sérum, el Ringer
(veure composicio de Ringer a la taula M.12), amb un bombardeig constant d’una barreja del
95% d’0, i un 5% de CO,. Per tal de minimitzar la vibracié durant el registre, el bombardeig
no s’ha aplicat directament sobre la placa de Petri, ni la camareta de registre, si no que va ser

en la solucid. Una vegada la mostra s’ha muntat en la camareta de registre, s’ha bloquejat la
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contraccié durant 30 minuts de la forma que s’ha comentat en ’apartat 10.3. Transcorregut
aquest temps, es selecciona la fibra adequada introduint I’eléctrode de registre dins del
citoplasma de la fibra muscular observant que el potencial de membrana sigui superior o igual
a -65 mV (amb excepcié del registre de la fibra Gnica; veure més endavant). Durant el registre,
el potencial no pot decaure més de 5 mV si és aixi, aquella fibra s’anul-la. A continuacio,
s’estimula i s’observa el temps de pujada de I’EPP (que ha de ser < 1.5 m/s). Una vegada
escollida la fibra adequada, es registra els mEPPs durant 1 minut o bé fins ’adquisicié de 100
episodis/esdeveniments a partir del primer mEPP que surt de forma espontania dins dels deu
primers segons per a cada fibra avaluada i on no es necessita bloquejar la contraccié muscular,
ni I’activacié del potencial d’accié i a continuacid, es registren els EPPs durant 50 episodis (70
estimuls a 1 Hz on es descarten els 20 primers). Es registren un total de 15 fibres control i a
continuacio, s’incuba el miiscul LAL amb la substancia d’estudi durant 1 hora. Durant aquest
temps es registra la fibra Unica. La fibra Gnica és el registre dels mEPPs i dels EPPs en la
mateixa fibra muscular sense moure de posicid I’eléctrode de registre de la preparacio.
S’obtenen dades cada 15 minuts (t0’, t15°, t30°, t45° 1 t60°, on t0’ és el mateix moment en que
s’ha afegit la substancia d’estudi). Aquests registres obtinguts, permeten conéixer quin efecte té
aquesta substancia en la neurotransmissio en una mateixa fibra durant la primera hora
d’incubacié. En aquest periode de temps en ocasions al afegir la substancia d’estudi, el
potencial de membrana va caure per sota de -65 mV. En aquests casos, s’han descartat els
registres que han estat per sota de -45 mV. Per tltim, transcorregut aquest temps d’incubacio,
es registren (MEPPs i EPPs) de les 15 fibres experiment recorrent la mateixa zona que s’ha fet
durant el registre control. En tot I’experiment es canvia el Ringer o bé la solucié d’estudi cada
30 minuts per mantenir viva la mostra en tot moment. S’ha realitzat un minim de 5 musculs per
substancia estudiada.

S’han realitzat experiments de dobles incubacions (combinacions seriades
d’antagonistes amb agonistes o bé a la inversa) com a eina farmacologica per investigar el
possible efecte oclusiu o additiu entre la interaccid de les substancies. En aquest tipus
d’experiments s’ha seguit el mateix procediment anteriorment comentat perd en aquest cas,
s’ha fet una preincubacié d’1 hora amb la primera substancia conjuntament amb la substancia
de prevencié de la contraccio. A continuacid, s’ha fet el registre control i, posteriorment
s’incuba durant 1 hora amb la segona substancia en preséncia de la primera. Per ultim, en la
quarta hora es fa el registre experiment.

En els experiments d’activitat sinaptica a 40 o a 100 Hz, el procediment a seguir és

molt similar. S’ha bloquejat la contraccié i s’ha seleccionat la fibra adequada seguint els
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criteris que s’han comentat anteriorment. S’aplica I’estimul a 40 o bé a 100 Hz durant 2 minuts.
A continuacid, es deixa descansar la fibra un interval de 10 minuts entre registre i registre per a
que es recuperi. En aquest tipus d’experiments, no es registre la fibra tnica perque a tants Hz la
fibra s’esgota. En aquest cas, s’ha registrat 8-10 fibres entre el control i I’experiment, i un
minim de 5 musculs per substancia estudiada.

En tots els experiments la temperatura i la humitat en 1’area de treball esta controlada
a 26°C i 50% (vaporitzador convencional Chicco) respectivament, per evitar les diferencies de
temperatura entre 1’hivern i I’estiu. La temperatura del bany estd monitoritzada durant els
experiments (23.4 + 1.7 °C, Digital Thermometer TMP 812, Letica, Barcelona, Spain). La
humitat sempre s’ha mantingut constant per evitar la diferéncia de concentracié de les
solucions i drogues utilitzades.

Per descartar la influéncia de I’adenosina amb la temperatura, s’han realitzat alguns
experiments en els quals la solucid del bany estava a 31°C i no s’han trobat canvis significatius

de I’efecte de I’adenosina (25 pM) amb la temperatura (% de variacio: 0.96 + 2.26).

10.9 Parametres avaluats en els experiments funcionals

10.9.1 Amplada dels potencials de placa evocats

L’amplada, com s’ha explicat anteriorment, és 1’alcada des de la linia base fins el punt
maxim de I’episodi. L’amplada pot arribar fins a uns 30-40 mV i ens déna informacio de la
neurotransmissio. Per exemple, un augment de I’amplada ens indicarda que hi haura una
potenciacié d’alliberacid, mentre que una disminucié en I’amplada sera indicatiu d’una
disminuci6 en I’alliberament d’acetilcolina.

En tots els experiments la mitjana de I’amplada (mV) de cada fibra s’ha calculat pel
meétode de sumacié no lineal (McLachlan i Martin, 1981) assumint en aquest cas un potencial
de membrana de -80 mV.

Aixi, la mitjana de I’amplada pel métode no lineal s ha calculat:

Ve=Vmy / {1- [Vmy/ (Vm;— Vm)]}
Oon:
VMg = Vep /{(VMi—Vm,) / (Vm—-Vm)}
Vepp: amplada mitjana de I’EPP registrat
Vm;. potencial de membrana assumit en -45 mV (en nad6) o -80 mV (en adult)
Vm,: potencial de reversié de I’acetilcolina assumit en -15 mV
Vm: potencial de membrana registrat
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10.9.2 Amplada dels potencials de placa espontanis

La mesura de I’amplada dels mEPPs ens doéna informacié sobre el component
postsinaptic, com seria la quantitat de nAChRs disponibles en la membrana de la fibra
muscular o bé la cinética d’aquest canals (veure fletxa negra de la figura M.10). La forma de
calcular I’amplada dels mEPPs és la mateixa que 1’amplada dels EPPs, també s’ha corregit
assumint el potencial de membrana de -45 mV pel métode de sumacio no lineal (McLachlan i
Martin, 1981) com en el cas dels EPPs. L’amplada mitja dels mEPPs és de 0.5 mV.

En el cas dels registres a 40 Hz s’ha tingut en compte la possible modificacié en la
sensibilitat dels nAChRs. S’ha avaluat I’amplada dels mEPPs durant els trens d’esgotament i
no s’ha observat cap canvi amb les diferents drogues utilitzades. Per exemple, la variacio de
I’amplada dels mEPPs durant els trens a 40 Hz en preséncia de I’adenosina (25 uM) ha sigut de
14.90 + 2.07% i per 1’antagonista purinérgic inespecific 8-SPT (100 uM) ha sigut de 2.41 +
4.65% (P < 0.05).

10.9.3 Frequiéncia dels potencials de placa espontanis
Son els episodis que apareixen de forma espontania en un minut. La frequéncia dels
mEPPs déna informaci6é de canvis a nivell presinaptic com pot ser el nimero de vesicules

d’acetilcolina disponibles per a ser alliberades.

10.9.4 Contingut quantic

El contingut quantic (de I’anglés quantal content) ens déna informacié sobre el
namero de vesicules sinaptiques o quantes alliberades per impuls nervids. La forma de calcular
la mitjana del contingut quantic (m) és mitjancant la mitjana de la ratio entre ’amplada mitjana

dels EPPs de cada fibra entre I’amplada mitjana dels mEPPs de la mateixa fibra.

m = XEPPs / X mEPPs

10.9.5 Potencial de membrana

El potencial de membrana s’efectua durant el registre dels episodis de control i
problema. Durant I’experiment es procura que no caigui de 5 mV i si és aixi, es desestima la
fibra. A més a més, es compara la mitjana del potencial de membrana entre el grup control i el
problema per veure si ha hagut variacio. Si hi hagués una caiguda del potencial de membrana
després del tractament amb la substancia d’interés podria significar que la mostra s’ha degradat

0 bé que la membrana esta en mal estat.
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10.10 Analisi d’electrofisiologia

Els experiments d’electrofisiologia s’ha utilitzat el software estadistic spsse V17.0 per
analitzar els resultats. Els valors s’han expressat com a mitjana = SEM (de ’anglés Standard
Error of the Mean) o bé el valor s’ha expressat com a % de variacio, definit com [valor
final/valor inicial] x 100. S’ha utilitzat el Welch’s t-test de dos cues per valors no aparellats
perque els nostres valors no son iguals. S ha escollit aquest test perqué és més conservatiu que

I’ordinari test t. Les diferéncies es consideren significatives P < 0.05.

En resum, 1’s de les técniques com la immunohistoquimica per tenir un coneixement
de la localitzacié dels receptors d’adenosina Ay, Axa, Az 1 Ag, conjuntament amb els estudis
funcionals ens permetran conéixer i entendre el paper dels receptors purinérgics en el

manteniment de la sinapsi i en la modulacié de la neurotransmissio.

Material i solucions

Tribromoetanol (TBE, Sigma) 2% w/v

Solucié Ringer: NaCl 137 mM, KCI 5 mM, CaCl, 2 mM, MgSO, 1 mM, NaHCO; 12 mM, Na,HPO, 1 mM i
glucosa 11 mM

Sistema de Bombolleig constant amb un 95% d’O- i un 5% de CO, per oxigenar el Ringer

Placa Petri amb el fons de Sylgard i got de precipitats

Camareta de registre

Sistema d’estimulaci6 electrica

Eléctrodes de plati

Electrodes de registre, capil-lar de borosil-licat convencional (GC150F-10 Harvard Appartatus Ltd)

Electrode de referéncia Ag-AgCl

Pont Agar (Agar 3.5% en 137 mM NaCl)

Puller (Narishige, Japod)

Material quirargic

Equip d’electrofisiologia: unitat estimuladora, amplificador, unitat ailladora, taula digitalitzadora i sistema
informatic

Estimulador (Cibertec Stimulator CS-20)

Amplificador (tecktromix, AM502 Differential Amp)

Software Axoscope 9 (Axon Instruments Inc.)

Taula M.12. Material i solucions utilitzades en electrofisiologia. Totes les sals utilitzades han sigut distribuides per
la casa comercial de Sigma.
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10.11 Substancies utilitzades en electrofisiologia

Per avaluar la neurotransmissio i els efectes d’activitat-dependéncia en el nostre
model neuromuscular de LAL, s’han utilitzat les segiients substancies que s’enumeren a
continuacid. Totes les solucions stock s’han guardat a -20°C durant menys de 4 setmanes.
Préviament a fer els estudis funcionals, per escollir la concentracié de la soluci6é de treball
adequada s’han fet experiments controls per analitzar la relacid dosi-resposta i s’han escollit
aquelles concentracions que no han afectat a ’amplada dels mEPPs per tant, no afecten a la
part postsinaptica. Per la preparaci6 de les solucions stock de les substancies utilitzades s’han
dissolt en aigua bidestil-lada, Ringer o bé en dimetil sulfoxid (DMSO de I’anglés dimethyl
sulfoxide, Tocris). La concentracio final de les substancies preparades en DMSO és < 0.1%
(v/v). S’han realitzat experiments controls per avaluar I’efecte del dissolvent i s’ha vist que en
aquestes concentracions de DMSO no afecten a cap parametre estudiat (Katz, 1996; Rosato Siri

i Uchitel, 1999; Tomas i cols., 2000; Santafé i cols., 2001).
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Figura M.11. Relaci6 dosi-resposta del DMSO en la neurotransmissio. La utilitzacié de solucions que contenen

0.1% v/v de DMSO no indueix canvis en els parametres estudiats atribuits a aquest dissolvent (Katz, 1996; Rosato Siri i

Uchitel, 1999; Tomas i cols., 2000; Santafé i cols., 2001). *P > 0.05.
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Substancies de prevencio de la contraccio

La solucié stock de la u-Cgtx GIIIB s’ha preparat a una concentracié de 300 uM en
Ringer, pel BTS 100 mM en DMSO i pel d-tubocurarine 1 mM. S’ha treballat a unes
concentracions de: 1-3 uM, 200 uM i 0.7 uM, respectivament.

Substancies moduladores purinérgiques

L’agonista inespecific. La solucid stock de I’adenosina (de 1’anglés Adenosine 5’-

triphosphate disodium salt hydrate, Sigma) s’ha preparat a una concentracié de 100 mM en
aigua bidestil-lada. Les solucions de treball han estat: 300 nM, 10 pM i 25 uM.

L’andleg de ['adenosina. La solucié stock de la CADO (de [I’anglés 2-

chloroadenosine, Sigma) s’ha preparat a una concentracio 10 mM en aigua bidestil-lada. Les
solucions de treball han sigut: 300 nM i 10 pM.

L antagonista inespecific. La solucid stock del 8-SPT (de I’anglés 8-(p-Sulfophenyl)

theophylline hydrate, Sigma), s’ha preparat a una concentracié de 100 mM en DMSO. La
solucio de treball ha sigut 100 pM.

L agonista_i_antagonista_especific_del receptor A,. La solucié stock de 1’agonista

CCPA (de I’anglés 2-Chloro-N°-cyclopentyladenosine, Sigma) s’ha preparat a una concentracid
de 10 mM i la de I’antagonista DPCPX (de I’anglés 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine,
Sigma) a 50 mM ambdoés en DMSO. La solucié de treball pel CCPA ha sigut 1 uM i la del
DPCPX a 100 nM.

L’agonista i antagonista especific del receptor Aya. La solucié stock de 1’agonista
CGS-21680 (de I’angles (2-p-(2-carboxyethyl) phenethylamino-5-N-
ethylcarboxamidoadenosine, Sigma-Aldrich)) s’ha preparat a una concentracié 10 mM i la de
I’antagonista SCH-58261 (de [I’anglés 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine, Tocris) a 100 mM ambdds dissolts en DMSO. La
soluci6 de treball pel CGS-21680 ha sigut 1 uM i la del SCH-58261 a 50 nM.

Antagonista especific del receptor Ayg. La soluci6 stock del MRS1706 (de I’anglés (N-

(4-acetylphenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-1H-purin-8-yl) phenoxy]
acetamide, Tocris) s’ha preparat a una concentracié 5 mM en DMSO. La soluci¢ de treball ha
sigut100 nM.
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Antagonista especific del receptor A;. La soluci6 stock del MRS1334 (de I’angles 1,4-
Dihydro-2-methyl-6-phenyl-4-(phenylethynyl)-3,5-pyridinedicarboxylic acid 3-ethyl-5-
[(3nitrophenyl)methyl] ester, Tocris) s’ha preparat a una concentracié 100 mM en DMSO. La
soluci6 de treball ha sigut 100 nM.

La soluci6 stock de I’enzim d’hidrolisi de 1’adenosina, I’ADA (de 1’anglés adenosine
deaminase, Sigma) s’ha preparat a una concentracié 9.1 mg/ml en aigua bidestil-lada. La

soluci6 de treball ha sigut de 2 U/ml.
Substancies moduladores de activitat dels mAChRs (M1 i M2)

Antagonista inespecific. La solucio stock de 1’atropina (de I’anglés atropine, Sigma)

s’ha preparat a una concentraci6 de 200 uM en aigua bidestil-lada i s’ha guardat a 4°C. La

solucid de treball ha sigut 2 pM.

L antagonista del receptor M1. La solucio stock de ’antagonista amb més afinitat pel

receptor M1, la pirenzepina (de I’anglés pirenzepine, Tocris) s’ha preparat a una concentracio

de 10 mM en aigua bidestil-lada i s’ha guardat a 4°C. La solucio de treball ha sigut 10 uM.

L antagonista del receptor M2. La solucio stock de I’antagonista amb més afinitat pel

receptor M2, la metoctramina (de 1’anglés methoctramine tetrahydrochloride, Sigma) s’ha
preparat a una concentracio de 1 mM en aigua bidestil-lada i s’ha guardat a 4°C. La solucio de
treball ha sigut 1 uM.

Substancies moduladores de Uactivitat PKA

Activador selectiu de la PKA. La solucié stock de 1’ Sp-8-BrcAMPs (de I’anglés
Adenosine  3'5'-cyclic  Monophosphorothioate, 8-Bromo-, Rp-lIsomer, Sodium Salt,
Calbiochem) s’ha preparat a una concentracié de 5 mM en aigua bidestil-lada. La solucié de
treball ha sigut 10 pM.

Inhibidor selectiu de la PKA. La solucié stock de I’H-89 (de I’anglés N-[2-((p-

Bromocinnamyl)amino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide, 2HCI, Calbiochem) s’ha preparat a

una concentracio de 5 mM en DMSO. La soluci6 de treball ha sigut 5 pM.
Substancies moduladores de ’activitat PKC

Activador selectiu de la PKC. La soluci6 stock del PMA (de ’anglés Phorbol 12-
myristate 13-acetate, Sigma) s’ha preparat a una concentracio de 10 mM en DMSO. La solucié
de treball ha sigut 10 nM.
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Inhibidor selectiu de la PKC. La soluci6 stock de la CaC (de I’anglés Calphostin C,

Sigma) s’ha preparat a una concentraci6é de 2.5 mM en DMSO. La soluci6 de treball ha sigut
10 pM.

Substancies moduladores dels VDCCs

Antagonista dels VDCCs tipus P/Q. La solucié de treball de w-Aga IVA (de I’anglés

w-Agatoxin IVA, Calbiochem) ha sigut directament afegida a la soluci6 del bany a una
concentracié de 100 nM.

Condicions de baix Ca*?

S’han realitzat experiments en condicions de baixa entrada de Ca*, en les quals s’ha preparat
una solucié stock de Mg* de concentraci6 250 mM en Ringer i s’ha treballat a dues
concentracions: 0.5 i 1 mM.
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1. EXPRESSIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA (A;, Ao, A i Aj) EN EL
MUSCUL ESQUELETIC LAL

Amb ’objectiu de determinar la preséncia dels receptors d’adenosina A;, Aga, Agg i
A; en muscul esquelétic LAL de nadé i d’adult, s’ha realitzat técnica del Western blot (veure
amb més detall I’apartat 5. Deteccié de proteines mitjancant electroforesi SDS-PAGE i
Western blot a Material i Métodes). S’han utilitzat com a controls positius lisats del teixit del
sistema nervids central, com és el cas del cervell i la medul-la espinal adulta. En els Westerns
blots s’han realitzat estudis quantitatius, per analitzar la densitat de les bandes i avaluar la
quantitat relativa dels receptors d’adenosina en els musculs de nad6 i adult. En alguns casos,
I’expressio dels receptors d’adenosina en el muscul LAL s’ha comparat amb els lisats de
cervell i la medul-la espinal adulta.

La técnica del Western blot també ens ha permes determinar 1’especificitat dels
anticossos utilitzats, requisit imprescindible per després poder-los utilitzar en els estudis
d’immunomarcatge concretament, per la técnica de la immunohistoquimica per les diferents
proteines d’estudi. La localitzacido d’aquests receptors en els components cel-lulars que

conformen la NMJ ens permetra entendre millor la seva funcionalitat.

1.1 Expressi6 del receptor d’adenosina A,

Amb el proposit de determinar I’expressio del receptor A; en el muascul esquelétic
LAL, s’ha utilitzat I’anticos policlonal de conill contra A;R d’Alomone (AAR-006). Els analisis
de Western blot han mostrat la preséncia d’una tinica banda pel receptor d’adenosina A; a 35
kDa en les quatre mostres de lisat: muscul LAL adult i nad6, cervell i medul-la espinal adulta
(figura R.1A). Les bandes que s’han detectat coincideixen amb el pes molecular pronosticat.
En el mateix Western blot, s’ha normalitzat amb la proteina actina (de pes molecular de 45
kDa; anticos policlonal de conill contra I’actina pan-actin; 4969, Cell Signaling) per poder fer
els analisis de quantificacié. Els resultats evidencien que el receptor A; és més abundant en el
muscul adult que en el nad6 (ratio muascul adult/nadé = 4.76 £ 0.74, n = 5, P < 0.05; veure
figura R.1B). També, s’ha testat I’especificitat de 1’anticos policlonal de conill contra A;R de
Millipore (AB1587P) mitjancant Western blot en les quatre mostres de lisat. Les bandes i
I’especificitat detectada ha sigut similar a 1’observada amb 1’anticos de d’Alomone (AAR-006)
(resultats no il-lustrats). En resum, els Western blots realitzats mostren 1’especificitat d’aquests

anticossos per aquesta proteina i la preséncia d’aquests receptors en les quatre mostres de lisat.
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Figura R.1. Western blot dels receptors d’adenosina A, i A,, en els musculs LALs P6 i P30. (A) Western blot
representatiu del receptor A, (a dalt) amb I’anticos policlonal de conill contra AR d’Alomone (AAR-006) i del receptor
A,, (a baix) amb I’anticos monoclonal de ratoli contra A ,R de Millipore (05-717). S’ha detectat la preséncia dels
receptors A i A,, en els lisats de muscul adult (P30, carril 1), de muscul nado (P6, carril 2), de cervell adult (carril 3) i

de medul-la espinal adulta (carril 4). El carril 5 és el control negatiu on s’ha incubat la membrana en abséncia de
I’anticos primari i en preséncia de I’anticos secundari. Com a controls positius, s’han utilitzat les mostres de cervell i
de medul-la espinal adulta. La quantitat de mostra que s’ha carregat en el gel és de 100 pg de proteina total. Com a
proteines de control de carrega s’han utilitzat ’actina i la tubulina. (B) Analisi quantitatiu dels receptors A i A,,. Els

Westerns blots han sigut normalitzats amb I’actina pel receptor A i la tubulina pel receptor A, . El grafic mostra que
el receptor A, és més abundant en el muscul adult que en el nad6, mentre que el receptor A,, és més abundant en el
muscul nadé que en I’adult. En I’adult, el receptor A, és més abundant en la medul-la espinal adulta que en el mdscul

(2.71 vegades). Els resultats s’han expressat com mitjana + SEM, n = 5 experiments independents, *P < 0.05.
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1.2 Expressié del receptor d’adenosina A,

La preséncia del receptor A, en el muscul esquelétic LAL en desenvolupament i en
I’adult, s’ha detectat amb 1’anticos monoclonal de ratoli contra A,oR de Millipore (05-717)
pels quatre teixits: muscul adult i nadd, cervell i medul-la espinal adulta. Les bandes que s’han
observat corresponen amb el pes molecular esperat de 43 kDa (figura R.1A). En aquest cas,
s’ha utilitzat la tubulina com a proteina de control de carrega (pes molecular 55 kDa; anticos
monoclonal de ratoli contra la tubulina anti-g-Tubulin, clone TUB2.1, T 4026, 1Gg1, Sigma).
Els estudis de densitometria realitzats mostren que el receptor d’adenosina A,n €S més
abundant en el miiscul de nad6é que en ’adult (ratio mascul adult/nadé = 0.39 £ 0.06,n =5, P
< 0.05; veure figura R.1B). En I’adult, s’ha observat 2.71 vegades més d’expressio de proteina

en la medul-la espinal que en el muscul (P < 0.05).

1.3 Expressi6 del receptor d’adenosina A,g

L’expressio del receptor Ayg s’ha determinat amb 1’anticos de cabra contra A,gR de
Santa Cruz (sc-7506) i amb 1’anticos de conill contra A,gR de Millipore (AB1589P). Amb els
dos anticossos policlonals s’ha trobat la preséncia d’aquesta proteina en les quatre mostres:
muscul adult i nado, cervell i medul-la espinal adulta. Per I’anticos de Santa Cruz (sc-7506)
s’ha observat una banda a 47 kDa pel muscul esquelétic LAL d’adult i nado, i un altre banda a
45 kDa pel cervell i la medul-la espinal adulta (figura R.2A). Per un altre banda, usant
I’anticos de Millipore (AB1589P) s’ha detectat una banda a 52 kDa pel muscul esquelétic LAL
d’adult i nado, i una banda a 51 kDa per les mostres de cervell i medul-la espinal adulta (figura
R.2A). S’ha utilitzat I’actina (de pes molecular 45 kDa; anticos policlonal de conill contra
I’actina pan-actin; 4969, Cell Signalling) com a proteina de control de carrega pels dos
anticossos (veure figura R.2A, exemple representatiu d’una imatge de I’actina per I’anticos de
Santa Cruz (sc-7506)). Els estudis de quantificacio realitzats mostren que pels dos anticossos,
el receptor A s’expressa més en el muscul adult que en el nad6 (ratio muscul adult/nad6 =
1.34+£0.21i1.41 £ 0.1 per Santa Cruz (sc-7506) i Millipore (AB1589P), respectivament; n = 5,
P < 0.05). En I’adult, s’ha trobat que I’expressié del receptor A,z €S aproximadament 2.5
vegades més abundant en el cervell que en el madscul, pels dos anticossos utilitzats. A més a
més, aquest receptor utilitzant I’anticos de Santa Cruz (sc-7506) és 1.92 vegades més expressat
en la medul-la espinal que en el mascul, i és 1.78 vegades usant I’anticos de Millipore
(AB1589P) (n = 5, P < 0.05; veure figura R.2B). Per tant, es posa de manifest que el receptor

Az €s troba present en el mascul adult i neonatal.
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Figura R.2. Western blot del receptor d’adenosina Az en els musculs LALs P6 i P30. (A) Western blot
representatiu del receptor Azg amb dos anticossos policlonals de dues cases comercials diferents: un d’ells, s’ha
obtingut amb ’anticos de cabra contra AsR de Santa Cruz (sc-7506) i I’altre amb 1’anticOs de conill contra AR de
Millipore (AB1589P). Es mostra la presencia del receptor Az en els lisats de muscul adult (P30, carril 1), de mascul
nado (P6, carril 2), de cervell adult (carril 3) i de medul-la espinal adulta (carril 4). El carril 5 és el control negatiu. Per
I’anticos del receptor A,g de Santa Cruz (sc-7506) s’ha incubat la membrana en abseéncia de ’anticos primari i en
preséncia de I’anticos secundari. En el cas de ’anticos del receptor Ag de Millipore (AB1589P), s’ha incubat la
membrana amb el seu corresponent péptid de bloqueig. Com a controls positius s’han utilitzat el cervell i la medul-la
espinal adulta. La quantitat de mostra que s’ha carregat en el gel és de 100 pg de proteina total. Com a proteina de
control de carrega s’ha utilitzat I’actina pels dos anticossos. En la figura R.2A es mostra un exemple representatiu
d’una imatge de I’actina per ’anticos de Santa Cruz (sc-7506). (B) Estudi de I’analisi quantitatiu del receptor Ajg
normalitzat amb 1’actina. Les dades mostren que el receptor A,s és més abundant en miscul adult que en el nado, i que
és més abundant en el cervell i la medul-la espinal adulta que en el muscul. Els resultats s’han expressat com mitjana
SEM, n =5 experiments independents, *P < 0.05.
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1.4 Expressié del receptor d’adenosina A;

Per determinar la preséncia receptor Az en el muscul esquelétic LAL adult i nado,
cervell i medul-la espinal adulta, també s’han fet servir dos anticossos policlonals de conill
contra AzR de dues cases comercials diferents: un d’ells ha estat I’anticos de Santa Cruz (sc-
13938) i I’altre, I’anticos de Millipore (AB1590P). Els dos anticossos han presentat una Unica
banda d’immunoreactivitat a 44 kDa, similar al pes molecular pronosticat (figura R.3A). En
aquest cas, s’ha utilitzat la tubulina (de pes molecular de 55 kDa; anticos monoclonal de ratoli
contra la tubulina anti p-Tubulin, clone TUB2.1, T 4026, 1Ggl, Sigma) com a proteina de
control de carrega pels dos anticossos (veure figura R.3A, exemple representatiu d’una imatge
de la tubulina per I’anticos de Millipore (AB1590P)). Els estudis densitométrics realitzats
mostren que aquest receptor esta més expressat en el mascul adult que en el nadé (ratio mascul
adult/nadé = 1.7 + 0.15 i 1.6 + 0.07 per a Santa Cruz (sc-13938) i Millipore (AB1590P),
respectivament; n = 5, P < 0.05). A més a més, el receptor A; es troba més expressat en el
muscul adult, que en el cervell i la medul-la espinal (ratio mascul adult/cervell = 1.43 £ 0.13 i
1.6 £ 0.1, per Santa Cruz (sc-13938) i Millipore (AB1590P), respectivament, n = 5; ratio
muscul adult/medul-la espinal = 1.7 £ 0.1 i 1.73 £ 0.03 per Santa Cruz (sc-13938) i Millipore
(AB1590P), respectivament; n = 5, P < 0.05; veure figura R.3B). Per tant, mitjancant aquest
anticos especific per aquest receptor s’ha evidenciat la seva presencia en el teixit muscular
d’adult i en el nado.

En resum, els resultats obtinguts per la técnica del Western blot evidencien que els
receptors d’adenosina (A, Aza, Agg | Ag) €s troben presents en el mascul esquelétic LAL. En
concret, s’ha observat que els receptors Ay, Asg | Az s6n més abundants en el muscul esquelétic
adult que en el nadd, en canvi el receptor A,5 és més abundant en el nad6 que en el muscul
LAL adult.

103



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Dipdsit L 1: T -2016
tposit Legal: T sV, Resultats

A Aj; Santa Cruz A; Millipore Tubulin

44 kD2 — [S————— .

Ratio

P30/P6 Muscle P30 Muscle/P30 Brain P30 Muscle/P30 Spinal cord

2] As Receptor SantaCruz ] A; Receptor Millipore

Figura R.3. Western blot del receptor d’adenosina A; en els misculs LALs P6 i P30. (A) Western blot
representatiu del receptor A; amb dos anticossos policlonals de conill contra AsR de dues cases comercials diferents,
Santa Cruz (sc-13938) i Millipore (AB1590P). Es mostra la preséncia del receptor en els lisats de muscul adult (P30,
carril 1), de mascul nad6 (P6, carril 2), de cervell adult (carril 3) i de medul-la espinal adulta (carril 4). El carril 5 és el
control negatiu. Per I’anticos de Santa Cruz (sc-13938) s’ha incubat la membrana amb el seu corresponent peptid de
bloqueig. En el cas de I’anticos de Millipore (AB1590P), s’ha incubat la membrana en abséncia de 1’anticos primari i
en preséncia de 1’anticos secundari. Com a controls positius s’han utilitzat el cervell i la medul-la espinal adulta. La
quantitat de mostra que s’ha carregat en el gel és de 100 pg de proteina total. Com a proteina de control de carrega s’ha
utilitzat la tubulina pels dos anticossos, en la figura R.3A es mostra un exemple representatiu d’una imatge de la
tubulina per I’anticos de Millipore (AB1590P). (B) Analisi quantitatiu del receptor Az normalitzat amb la tubulina. Les
dades mostren que el receptor A; és més abundant en muscul adult que en nadd, i que és més abundant en muscul que
en cervell i medul-la espinal adulta (M. Espinal). Els resultats s’han expressat com mitjana = SEM, n = 5 experiments
independents, *P < 0.05.
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2. LOCALITZACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA (A;, Ajn, Ass i As) EN LA
SINAPSI NEUROMUSCULAR

El fet de conéixer la localitzacid especifica subcel-lular dels receptors d’adenosina en
els elements presinaptics, postsinaptics i en la cél-lula glial, és important per determinar la
funcié d’aquestes proteines. Fins el moment, s’ha descrit poc sobre la localitzacié d’aquest
receptors en la NMJ. Per aquesta rad, un dels principals objectius d’aquest treball és determinar
la localitzacid d’aquests receptors d’adenosina en la NMJ del muscul esquelétic LAL,
mitjangant immunohistoquimica convencional i de seccions transversals semifines (STS de
I’anglés semithin cross-sections) per fluorescencia. Per dur a terme els segiients objectius,
s’han utilitzar els mateixos anticossos primaris que en el Western blot. Posteriorment, per
poder detectar-los en la NMJ s’han utilitzat anticossos secundaris fluorescents marcats amb
diferents fluorocroms (veure el procediment detallat a 1’apartat 6 a Materials i Métodes).
Conjuntament amb els anticossos primaris, per poder determinar especificament la localitzacio
dels receptors d’adenosina en la NMJ, s’han utilitzats anticossos primaris especifics dels
diferents components cel-lulars que formen aquesta unié. Aquest proteines sén la sintaxina,
que ens permet detectar el terminal nervids i la proteina S-100, que ens localitza la cel-lula de
Schwann (CS en anglés Schwann cell). A més a més, s’ha utilitzat 1’a-BTX marcada amb
rodamina per poder detectar els NAChRs postsinaptics. Amb la utilitzacié del microscopi laser
confocal i amb aquests marcadors ens ha permes determinar de forma precisa la localitzacié
dels receptors d’adenosina en la NMJ, és a dir, si esta en el terminal nervids, en la CS o la
cel-lula muscular postsinaptica.

En els casos que ha estat necessari, a més a més, de la immunohistoquimica
convencional s’ha ampliat I’estudi de localitzacié realitzant STS a partir de mostres
processades per immunohistoquimica convencional (veure el procediment amb meés detall a
I’apartat 7 a Materials i Métodes). Aquesta técnica ens ha permés determinar la localitzacié
d’aquestes proteines d’una forma simple, incrementant la resolucid i la precisié en I’analisi de
la distribucio especifica cel-lular i subcel-lular dels diferents receptors. També s’han realitzat
diferents controls negatius, per assegurar-nos que no hi ha marca inespecifica dels anticossos
secundaris o creuaments no desitjats. Les lamines dels controls negatius es mostren en la
figura M.6 de l’apartat 8. Controls negatius amb la técnica d’immunohistoquimica d’alta

resolucio i convencional en misculs LALs adults a Materials i Métodes.
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En cada lamina de localitzacions dels receptors d’adenosina s’ha adjuntat un esquema
adaptat de la publicaci6 de Lanuza i cols. (2014), resumint i mostrant en quines arees de les tres

cel-lules que conformen la NMJ es troben present aquests receptors.

2.1 Localitzacio del receptor d’adenosina A, en el muscul LAL de nadé i d’adult

Per I’estudi de la localitzacié del receptor A; en el muscul esquelétic LAL de nadd
s’ha realitzat triple marcatge. El receptor A; s’ha marcat en verd conjuntament amb 1’S-100
(figures R.4A-C) o bé la sintaxina (syntaxin, figura R.4D) en blau, i els nAChRs en vermell.
En aquesta immunohistoquimica s’han utilitzat dos anticossos policlonals de conill de dues
cases comercials diferents: 1’anticos d’Alomone (AAR-006) i I’anticos de Millipore (AB1587P).
El patré de localitzaci6 del receptor A; utilitzant aquests dos anticossos ha estat el mateix. En
la lamina de nad6 de la figura R.4A, s’observa un filament intens de color verd corresponent a
I’ax6 terminal i preterminal (fletxa blava de la imatge verda) que s’introdueix dins de la placa
sinaptica cap als botons terminals. Per tal de determinar quines cel-lules son positives pel
receptor A, es pot veure en més claredat en la STS un granulat intens entre la CS i la linia
postsinaptica corresponent als terminals nerviosos (asterisc blanc, figures R.4B i R.4C). En la
figura R.4C, la fletxa groga de la imatge verda mostra la coincidéncia del receptor A; amb
1’S-100 indicant marca positiva del receptor en la CS terminal. En la figura R.4D es corrobora
la marca en el terminal nervios i en ’espai de la cél-lula glial, ja que s’observa un granulat
dens en I’area del terminal que coincideix amb la marca de la sintaxina i per sobre d’ella. Les
STS permeten veure d’una forma més precisa la no preséncia d’aquesta proteina en la cél-lula
muscular, al no observar-se marca per sota dels nAChRs. Per tant, es pot concloure que el
receptor d’adenosina A; es troba present en la NMJ neonatal, concretament en 1’ax6

preterminal, el terminal nervids i en la CS terminal.

Figura R.4. Triple marcatge del receptor d’adenosina A; (en verd) amb la sintaxina o 1’S-100 (en blau) i els
nAChRs (en vermell) en muasculs LALs P6. (Veure la figura a la pdagina segiient). Immunohistoquimica
convencional (figura R.4A) i d’alta resolucio (STS) (figures R.4B-D), usant els anticossos policlonals de conill
d’Alomone (AAR-006) (figures R.4A, R.4C i R.4D) i de Millipore (AB1587P) (figura R.4B). En la imatge
colocalitzada (Merge) R.4A, s’observa una marca intensa filamentosa i ben determinada de color verd que indica
marca en ’area de la NMJ conccretament en el terminal nervi6s i preterminal (fletxa blava). En les STS de les figures
R.4B i R.4C, la marca granulada situada entre la CS i la linia postsinaptica correspon als terminals nerviosos (asteriscs
blancs). A més, s’observa un granulat molt intens que coincideix amb la marca de la proteina S-100 indicant la
preséncia del receptor A; en la CS terminal (fletxa groga, figura R.4C). La figura R.4D corrobora la preséncia del
receptor A; en el terminal nervios i en la cél-lula glial. No s’observa marca d’aquest receptor en la cél-lula muscular.
Barra d’escala: 10 um. En la figura R.4E es presenta un resum de les localitzacions positives del receptor A; en la
NMJ neonatal. Esquema adaptat de la publicacié de Lanuza i cols. (2014).
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En la NMJ adulta, les immunohistoquimiques realitzades també s’han fet per triple
marcatge on el receptor A; s’ha marcat en verd conjuntament amb 1’S-100 (figures R.5A i
R.5B) o bé la sintaxina (figures R.5C i R.5D) en blau, i els nAChRs en vermell. En la figura
R.5A, s’observa una gran coincidéncia del receptor A; amb la proteina S-100 indicant marca
en la CS terminal. En la STS de la figura R.5B, s’aprecia un marca granulada intensa
concentrada en ’area situada entre la CS i la cél-lula muscular, mostrant marca en el terminal

nervios (asterisc blanc). A més, en la mateixa figura, s’observa una gran coincidéncia del
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receptor A; amb 1’S-100, el que afirma la preséncia d’aquest receptor en la CS terminal. En la
figura R.5C, la fletxa groga assenyala un granulat per sobre dels botons terminals i la
sintaxina, corroborant la marca positiva en la cél-lula glial terminal. Aixi mateix, en la STS de
la figura R.5D s’observa amb més claredat, una marca intensa concentrada per sobre de la
sintaxina confirmant la marca positiva en la CS terminal (fletxa groga). En aquest cas, igual

que en el nadd, tampoc s’observa presencia d’aquest receptor en la cel-lula muscular

postsinaptica, al no observar-se marca verda per sota dels nAChRs.

S-100
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AChR

AChR
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Figura R.5. Triple marcatge del receptor d’adenosina A; (en verd) amb la sintaxina o 1’S-100 (en blau) i els
nAChRs (en vermell) en musculs LALs P30. (Peu de figura de la pagina anterior). Immunohistoquimica
convencional (figures R.5A i R.5C) i d’alta resolucié (STS) (figures R.5B i R.5D), usant dos anticossos policlonals
de conill: I’anticos d’Alomone (AAR-006) (figures R.5A-C) i de Millipore (AB1587P) (figura R.5D). En la figura
R.5B es mostra uns dep0sits granulars densos en ’espai situat entre la CS i la linia postsinaptica, indicant la preséncia
d’aquesta proteina en els terminals nerviosos (asterisc blanc). En la mateixa STS, es pot veure com un granulat verd
coincideix amb 1’S-100 mostrant marca en la CS terminal. A més, en la figura R.5C, la fletxa groga mostra una marca
granular situada per damunt de la sintaxina, el que ens indica la presencia del receptor A; en la CS terminal. En la STS
de la figura R.5D, de forma més precisa, ens corrobora la preséncia d’aquest receptor en la CS terminal on es pot
veure una marca granular densa per sobre de la sintaxina (fletxa groga). No hi ha preséncia d’aquest receptor en el
component postsinaptic. Barra d’escala: 10 pm. En la figura R.5E es mostra un resum de la localitzacié positiva del

receptor A, en la NMJ adulta. Esquema adaptat de la publicacié de Lanuzai cols. (2014).
En conclusio, el receptor d’adenosina A; es localitza en el component presinaptic i en

la CS terminal en la NMJ adulta. No s’ha trobat preséncia d’aquesta proteina en la c¢l-lula

muscular.

2.2 Localitzacio6 del receptor d’adenosina Ay, en el muscul LAL de nad¢ i d’adult

El receptor A, s’ha estudiat la localitzacio en la NMJ neonatal (figura R.6) i adulta
(figura R.7) en el muscul esquelétic LAL amb 1’anticos monoclonal de ratoli de Millipore (05-
717). En color verd s’ha detectat el receptor A, colocalitzat amb la sintaxina (figures R.6A i
R.6B) o bé amb 1’S-100 (figures R.6C i R.6D) en blau, i en vermell els nAChRs. Els resultats
mostren que en la NMJ de nadd s’observa una marca forta del receptor en els axons
intramusculars i en els terminals (figures R.6A i R.6B, fletxa blava), pero en les arboritzacions
la marca sembla més fragmentada. Els asteriscs blancs de la STS de la figura R.6C mostren de
forma més precisa un granulat intens en I’espai situat entre la CS i els nAChRs, indicant la
preséncia del receptor A,a en els botons terminals. La figura R.6D ens corrobora la
localitzacio d’aquesta proteina en el terminal nervids, donat que s’observa immunoreactivitat
en 1’espai compres entre la CS i el component postsinaptic. En la mateixa figura s’observa
marca en la cél-lula muscular, ja que s’aprecia un granulat intens per sota de la linia
postsinaptica com indica la fletxa rosa de la imatge colocalitzada de la figura R.6D. A
diferéncia del receptor A;, en la majoria de sinapsis el receptor A, no colocalitza amb la
proteina S-100, encara que una marca gairebé imperceptible, molt debil, pot ser observada en

la CS en algunes de les STS (veure exemple figura R.6D). Per tant, segons els resultats
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obtinguts podem concloure que el receptor d’adenosina A,a es localitza en 1’axo6 preterminal, el

terminal nerviés i la cél-lula muscular en la NMJ neonatal.

-
/
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Figura R.6. Triple marcatge del receptor d’adenosina A,a (en verd) amb la sintaxina o 1’S-100 (en blau) i els
nAChRs (en vermell) en musculs LALs P6. (Peu de figura de la pagina anterior). Immunohistoquimica
convencional (figures R.6A i R.6B) i d’alta resolucié (STS) (figures R.6C i R.6D), usant I’anticos monoclonal de
ratoli de Millipore (05-717). En les figures R.6A i R.6B, s observa un fil intens que coincideix amb la sintaxina, el que
indica marca en el recorregut axonal i en ’ax6 preterminal tal com mostra la fletxa blava. En la STS es pot veure amb
més detall, un granulat dens entre la CS i el component postsinaptic indicant marca positiva en el terminal nervids
(figura R.6C, asteriscs blancs). En la figura R.6D, la fletxa rosa mostra cimuls densos per sota de la linia dels
nAChRs mostrant marca subsarcolémica postsinaptica. En la majoria de sinapsis no s’aprecia coincidéncia entre el
receptor Aqa i la proteina S-100, el que mostraria que no hi ha preséncia d’aquesta proteina en la CS terminal, pero en
algunes sinapsis es pot observar en la CS una marca molt débil i fina, quasi imperceptible (exemple, figura R.6D).
Barra d’escala: 10 pm. En la figura R.6E, es mostra un resum de la localitzacié positiva del receptor Aza en la NMJ
neonatal. Esquema adaptat de la publicacié de Lanuza i cols. (2014).

La localitzacio del receptor A, en la NMJ adulta és molt similar a la del nadé. Com
en la situacid neonatal, les immunohistoquimiques realitzades s’han marcat per triple marcatge
on el receptor Aya s’ha detectat en color verd conjuntament amb la sintaxina (figures R.7A i
R.7B) o bé I’S-100 en blau (figures R.7C i R.7D) i els nAChRs en vermell. En la figura R.7A
s’aprecia una forta coincidéncia amb la sintaxina, mostrant marca positiva d’aquest receptor en
el recorregut axonal i en I’ax6 preterminal (fletxa blava). A més, en la figura R.7B, s’observa
la preséncia d’uns cimuls intensos de fluorescéncia que coincideixen amb ’area de la sintaxina
indicant la preséncia del receptor en el terminal nervids i en 1’ax6 preterminal. Per confirmar
aquesta localitzacio, en la STS de la figura R.7C s’observa un granulat intens que ocupa
I’espai corresponent al terminal nervios (asteriscs blancs), entre la CS terminal i els nAChRs.
La fletxa rosa assenyala un granulat difés per sota dels nAChRs, indicant la presencia
d’aquesta proteina en 1’area subsarcolémica postsinaptica (figura R.7D). Com en la situacio de
la NMJ en desenvolupament, en la majoria de sinapsis adultes la marca del receptor A, no
colocalitza amb la proteina S-100, el que indicaria la no preséncia d’aquest receptor en la CS
terminal. No obstant, en algunes sinapsis, escasses, es pot observar una marca molt deébil i
gairebé inapreciable en part de ’espai ocupat per 1’S-100 (veure exemples, figures R.7C i
R.7D). Veient les imatges obtingudes s’arriba a la conclusio, que el receptor d’adenosina Aja
es localitza en 1’ax6 preterminal, en el terminal nervids, en la cél-lula muscular de la NMJ

adulta igual que en la situacié immadura.
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Figura R.7. Triple marcatge del receptor d’adenosina A,a (en verd) amb la sintaxina o 1’S-100 (en blau) i els
nAChRs (en vermell) en musculs LALs P30. (Peu de figura de la pagina anterior). Immunohistoquimica
convencional (figura R.7A) i d’alta resolucio (STS) (figures R.7B-D), usant I’anticos monoclonal de ratoli de
Millipore (05-717). En la figura R.7A, s’observa gran coincidéncia amb la sintaxina el que indica marca positiva del
receptor en el recorregut axonal i en I’ax6 preterminal (fletxa blava). Es confirma aquesta localitzacid en la figura
R.7B on s’aprecia un granulat intens que coincideix lleugerament amb la sintaxina mostrant marca del receptor en el
terminal i en ’ax6 preterminal. El receptor A,a €s localitza en la part central dels terminals nerviosos sintaxina positiva
sense ocupar la totalitat de 1’area, ocupant la part de I’espai corresponent al terminal nerviés comprés entre la CS i la
membrana postsinaptica rica en nAChRs (figura R.7C, asteriscs blancs). En les figures R.7C i R.7D s’observa marca
granular per sota dels nAChRs indicant marca subsarcolémica postsinaptica (fletxa rosa). En la major part de les
sinapsis no s’observa coincidencia entre el receptor i la proteina S-100, perd en algunes sinapsis, escasses, es pot
observar una marca débil i fina, quasi imperceptible, ocupant I’espai de 1’'S-100 (veure exemples, figures R.7C i
R.7D). Barra d’escala: 10 um. En la figura R.7E, es mostra un resum de la localitzacié positiva del receptor Az en la

NMJ adulta. Esquema adaptat de la publicacié de Lanuza i cols. (2014).

2.3 Localitzacio del receptor d’adenosina A,z en el muscul LAL adult

El receptor Ays esta present en la NMJ adulta. Per determinar la seva localitzacio
cel-lular s’ha realitzat una immunohistoquimica convencional utilitzant 1’anticos policlonal de
conill de Millipore (AB1589P) i I’anticos policlonal de cabra de Santa Cruz (sc-7506). Els dos
anticossos utilitzats han donat el mateix patr6é de localitzacié. S’ha marcat en verd el receptor
Aug, en blau la sintaxina (figures R.8A-C) o bé 1’S-100 (figures R.8D-G), i en vermell els
nNAChRs. Per les imatges colocalitzades R.8A i R.8D es mostren dues seccions optiques d’una
NMJ R.8B-C, i R.8E-F, respectivament. En la figura R.8A s’observa una marca molt fina
lineal que penetra en els plecs postsinaptics, indicant marca en la cél-lula muscular
postsinaptica. Per confirmar aquesta localitzacid, en les seccions optiques de les figures R.8B i
R.8C ens permeten veure una imatge en posicio lateral on es mostra una linia positiva molt
fina que coincideix amb dels plecs postsinaptics, confirmant la preséncia d’aquest receptor en
la membrana postsinaptica (fletxa rosa de la imatge verda, figura R.8B). A més a més, els
asteriscs blancs mostren una forta coincidéncia en forma granular del receptor A,g amb 1’area
de la sintaxina, indicant marca positiva en els terminals nerviosos (figura R.8C).

La fletxa groga assenyala que no s’aprecia coincidéncia de la proteina S-100 amb el
receptor, el que indica que no hi ha marca del receptor A,g en la CS terminal ni preterminal
(figura R.8D). En les figures R.8E i R.8F es presenten dues seccions optiques obtingudes de
la sinapsi R.8D. En aquestes seccions optiques es corrobora que no hi ha colocalitzaci6 entre

les dues proteines (AR i S-100), indicant que no hi ha preséncia d’aquesta proteina en la CS.
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En les mateixes figures, es pot veure una linia fina granulada corresponent a 1’area entre els
nAChRs de color vermell i la CS terminal de color blau que correspon a la regi¢ del terminal
nervios (figures R.8D-F), coincidint amb la marca trobada en el terminal nervids per I’anticos
de Millipore (AB1589P). En la figura R.8G, s’observen marques de color groc que sorgeixen
del solapament del color verd i vermell el que mostren que el receptor es localitza en la cél-lula
muscular, just en 1’area dels plecs postsinaptics. En la mateixa figura es pot veure
immunoreactivitat del receptor A,z en els botons terminals. Per tant, veient les imatges
obtingudes s’arriba a la conclusio, que el receptor d’adenosina A,z €S troba present en el

component presinaptic i postsinaptic pero no en la CS en la NMJ adulta.
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Figura R.8. Triple marcatge del receptor d’adenosina Az (en verd) amb la sintaxina o 1’S-100 (en blau) i els
nNAChRs (en vermell) en masculs LALs P30. Immunohistoquimiques convencionals amb 1’anticos policlonal de
conill de Millipore (AB1589P) (figures R.8A-C) i I’anticos policlonal de cabra de Santa Cruz (sc-7506) (figures
R.8D-G). Per les imatges colocalitzades R.8A i R.8D es mostren dues seccions optiques d’una NMJ R.8B-C i R.8E-F,
respectivament. En la imatge colocalitzada de la figura R.8A es mostra un filament granulat verd que coincideix amb
la linia dels nAChRs, mostrant marca en la cél-lula muscular postsinaptica. En les seccions optiques R.8B i R.8C
s’evidencia una gran coincidéncia del receptor amb la sintaxina mostrant marca en els terminals. Concretament en la
figura R.8B, la fletxa rosa de la imatge en verd confirma la preséncia d’aquesta proteina en la membrana
postsinaptica. Els asteriscs blancs de la figura colocalitzada R.8C, confirmen la presencia del receptor en els terminals
nerviosos. No s’aprecia colocalitzacid entre la proteina S-100 i el receptor, el que indica que no hi ha preséncia del
receptor en la CS (fletxa groga, figura R.8D). En les figures R.8E i R.8F s’observa un fil granulat en I’espai entre els
nAChRs i I’S-100, el que ens mostra marca positiva en el terminal nervids igual que en el cas de ’anticos de Millipore
(AB1589P). En la figura R.8G, es veu un cimul dens de color groc fruit del solapament del color verd i vermell, el
que ens indica marca en la cél-lula muscular postsinaptica coincidint amb la marca de I’anticos de Millipore
(AB1589P). També s’aprecia en la mateixa figura, immunoreactivitat en els botons terminals. Barra d’escala: 10 pm.
En la figura R.8H es mostra un resum de la localitzacié positiva del receptor A,z en la NMJ adulta. Esquema adaptat
de la publicaci6 de Lanuza i cols. (2014).

2.4 Localitzacio6 del receptor d’adenosina A; en el muscul LAL adult

En les immunohistoquimiques convencionals de la figura R.9 es mostra la
localitzacio del receptor Az en la NMJ adulta, on s’han utilitzat dos anticossos policlonals de
conill de dues cases comercials diferents: 1’anticos de Millipore (AB1590P) (figures R.9A-C) i
I’anticos de Santa Cruz (sc-13938) (figures R.9D-F). Els dos anticossos utilitzats mostren la
mateixa localitzacié en la NMJ. Com en tots els casos anteriors també s’ha realitzat triple
marcatge, es presenta el receptor Az en verd, 1’S-100 (figures R.9A-C) o bé la sintaxina
(figures R.9D-F) en blau, i els nAChRs en vermell.

En la primera immunohistoquimica s’observa un granulat fi intens que penetra entre
els nNAChRs i la CS que correspon als terminals nerviosos. Per confirmar aquesta localitzacio,

es van realitzar dues seccions optiques (figures R.9B i R.9C) de la sinapsi R.9A. L’asterisc
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blanc assenyala un granulat verd situat entre la linia postsinaptica i la CS terminal, el que
indica marca en el terminal nervids (figura R.9B). En la secci6 optica de la figura R.9C es pot
veure un granulat difds distribuit per sota de la linia postsinaptica, mostrant immunoreactivitat
en I’area subsarcolémica postsinaptica (fletxa rosa). S’ha colocalitzat el receptor Az amb 1’S-
100 i es pot apreciar que no hi ha coincidéncia entre aquestes dos proteines, el que indica que
aquest receptor no es troba present en la CS (fletxa groga, figura R.9C).

La vista lateral de la NMJ de la figura R.9D mostra una alta coincidéncia del receptor
amb la sintaxina, el que indica marca positiva en el component presinaptic concretament en el
terminal nervios. Per confirmar aquesta localitzacié s’han realitzat dues seccions optiques
(figures R.9E i R.9F) de la sinapsi R.9D. L’asterisc blanc de la secci6 optica assenyala un fil
granulat intens que penetra entre els plecs postsinaptics indicant marca positiva en els terminals
nerviosos (figura R.9E), corroborant la marca de 1’anticos de Millipore (AB1590P). En la
mateixa figura no s’aprecia marca verda per sobre de la sintaxina, el que es pot concloure que
el receptor Az no es localitza en la CS. La secci6 optica de la figura R.9F permet veure amb
més claredat cumuls difosos per sota dels nAChRs, el que indica marca subsarcolémica
postsinaptica (fletxa rosa) igual que en el cas de I’anticos de Millipore (AB1590P).
Aparentment doncs, segons els resultats obtinguts, el receptor A es situa principalment en el

component presinaptic i postsinaptic de la NMJ adulta perd no en la CS.

Figura R.9. Triple marcatge del receptor d’adenosina A; (en verd) amb la sintaxina o 1’S-100 (en blau) i els
nAChRs (en vermell) en musculs LALs P30. (Veure la figura a la pdgina segiient). Immunohistoquimica
convencional usant dos anticossos policlonals de conill de dues cases comercials diferents: 1’anticos de Millipore
(AB1590P) (figures R.9A-C) i I’anticos Santa Cruz (sc-13938) (figures R.9D-F). Les figures R.9B-C i R.9E-F son
dues seccions optiques de les sinapsis R.9A i R.9D, respectivament. En la figura R.9A s’observa un granulat difés
entre els plecs postsinaptics i la proteina S-100, el que indica marca positiva en el terminal nerviés. De forma més
clara, es veu en la seccié optica (asterisc blanc, figura R.9B). En la secci6 oOptica de la figura R.9C no s’observa
coincidéncia entre la marca verda del receptor i I’S-100 el que mostra que no hi ha immunoreactivitat d’aquesta
proteina en la CS (fletxa groga). En la mateixa figura, s’aprecia un granulat intens per sota de la linia postsinaptica, el
que ens indica marca en I’area subsarcolémica postsinaptica (fletxa rosa). En la figura R.9D, s’observa un fil granulat
que coincideix amb la marca de la sintaxina confirmant la marca en el terminal nervids, igual que en el cas que
I’anticos de Millipore (AB 1590P). Aquesta marca es corrobora amb més claredat en la secci6 optica de la figura R.9E
(asterisc blanc). No s’observa marca per sobre de la sintaxina, el que ens indica que no hi ha immunoreactivitat
d’aquesta proteina en la CS (figura R.9E). En la secci6 optica de la figura R.9F s’aprecia marca granulada per sota
dels nAChRs, mostrant marca en 1’area subsarcolémica postsinaptica (fletxa rosa). Barra d’escala: 10 pm. En la figura
R.9G es mostra un resum de la localitzacié positiva del receptor A; en la NMJ adulta. Esquema adaptat de la
publicaci6 de Lanuza i cols. (2014).

116



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’/ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Diposit Legal: T 65-2016 Capﬂoll\/ Resultats

B Optical section

117



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Dipdsit L 1: T -2016
tposit Legal: T sV, Resultats

En resum, segons els resultats obtinguts per la técnica de la immunohistoquimica es
mostra que els receptors d’adenosina (Az, Asa, Asg | Az) s troben presents en les cel-lules que
conformen la NMJ. Principalment es localitzen en el terminal nervids, sent una condicid
necessaria per realitzar els estudis electrofisiologics i estudiar la possible participacié d’aquests

receptors en la modulacié de 1’alliberacié de neurotransmissor.

3. EXPERIMENTS FUNCIONALS

Com s’ha comentat en 1’apartat de la Introduccio, existeixen estudis pioners que han
mostrat que 1’adenosina, i I’ATP alliberat pels terminals nerviosos modulen el metabolisme
presinaptic a través dels autoreceptors d’adenosina i els P2 (Correia-de-Sa i cols., 1991). No
obstant, la majoria d’aquests estudis funcionals s’han realitzat en condicions de registre
interferint directament en la fisiologia de la sinapsi. En aquesta tesi, una vegada s’ha detectat la
preséncia dels receptors d’adenosina en els nervis terminals mitjan¢ant la immunohistoquimica
(veure I’apartat 2 de Resultats), el segiient objectiu proposat ha sigut estudiar ’acoblament dels
receptors d’adenosina en la neurotransmissio amb la fisiologia de la sinapsi plenament
operativa i intacte. En tots els experiments s’ha bloquejat la contraccié amb la neurotoxina p-
CgTx GIIIB, i en alguns casos que s’ha cregut oport, s’ha usat conjuntament amb el BTS.
Com s’ha mencionat en la Introduccié s’ha descrit que els receptors d’adenosina son
pleiotropics i s’ha trobat interessant estudiar la relacio dels receptors d’adenosina amb altres
vies de senyalitzacié que participen en el control de la neurotransmissié. Per dur a terme
aquests objectius, s’han fet diversos tipus d’experiments electrofisiologics que es descriuen a
continuaci6é en diferents blocs: (1) s’ha estudiat 1’acoblament dels receptors d’adenosina en
I’alliberaci6 evocada en condicions basals (a 1 Hz). Per poder estimar el contingut quantic pel
meétode directe, s’ha registrat simultaniament i intracel-lularment els EPPs i els espontanis
(mEPPs), que es veuran més endavant en 1’apartat 5; (2) s’ha analitzat la possible implicacio
cooperativa dels receptors d’adenosina en la modulacié de I’alliberaci6é de transmissor durant
una intensa activitat repetitiva i esgotadora (registres de trens a 40 o 100 Hz durant 2 minuts,
estimul supra maxim); (3) s’ha analitzat la possible facilitacié o pair pulse estimulant a 40 Hz;
(4) s’ha estudiat la relacié funcional dels receptors d’adenosina amb altres vies de senyalitzacio
que participen en el control de la neurotransmissié en I’alliberacié evocada i espontania. Cal
anotar que un dels objectius principals d’aquesta tesi és I’estudi dels receptors d’adenosina, en

concret els receptors A; i Asa, en la neurotransmissio. En alguns experiments s’ha estudiat la
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implicacio dels receptors A,z i Az per tenir un punt de vista més global i comparatiu, i per
coneixer de forma general la funci6 dels receptors d’adenosina en la NMJ adulta.

En els experiments electrofisiologics realitzats s’ha utilitzat la preparacid
neuromuscular del LAL adult, muntada en una camareta de registre on després s’incuben les
diferents substancies o proteines, com per exemple diferents antagonistes i agonistes
purinérgics, els efectes dels quals es volen avaluar. En alguns casos s’han realitzat experiments
de dobles incubacions com una eina farmacologica per investigar el possible efecte oclusiu o
additiu entre els receptors d’adenosina o bé, amb altres vies de senyalitzacio. En tots els
experiments s’han registrat un minim de 15 fibres musculars control i 15 fibres experiments,
excepte en els experiments d’activitat sinaptica que es registren 8-10 fibres en total, i s’han
utilitzat 5-8 musculs per substancia estudiada mantenint en tot moment la funcié sinaptica
preservada.

El procediment i la metodologia emprada, aixi com I’eleccié del métode de prevencio
de la contraccié s’han descrit i discutit (més endavant) en els apartats de Materials i Métodes i
a la Discussid. A més a més, en ’apartat 10.11 de Materials i Metodes es mostra descrita la
nomenclatura completa, la concentraci6 stock i de treball i el tipus de cada substancia utilitzada
en aquesta tesi. A continuacid, es mostren els resultats obtinguts per aquesta metodologia en
diferents blocs d’apartats. Com s’ha mencionat en ’apartat de Materials i Métodes els valors
s’expressen com mitjana = SEM, en la majoria de casos son expressats com % de variacio

definit com: [valor final/valor inicial] x 100.

4. PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA
NEUROTRANSMISSIO EVOCADA

El primer objectiu dels experiments funcionals és estudiar la participacidé dels
receptors d’adenosina en la neurotransmissio evocada. Per dur a terme aquest objectiu, s’han
utilitzat moduladors exogens inespecifics i especifics aixi com, un analeg de 1’adenosina, la 2-
cloroadenosina, i I’enzim adenosina deaminasa. Aquests estudis s’han realitzat en condicions
normals on uUnicament s’estimula el nervi (a 1 Hz) per analitzar 1’alliberacid evocada
d’acetilcolina i s’ha mantingut la funcié sinaptica preservada en tot moment. A continuacio,

s’exposen els resultats obtinguts.
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4.1 Modulacio exogena dels receptors d’adenosina en la neurotransmissié evocada

4.1.1 Modulacid inespecifica dels receptors d’adenosina en la neurotransmissio evocada

Per conéixer ’accié global dels receptors d’adenosina en la neurotransmissié evocada
s’ha realitzat diferents experiments electrofisiologics. En primer lloc, s’ha bloquejat
completament tots els receptors amb un antagonista inespecific, 8-SPT (100 uM). En la figura
R.10 es mostra que la incubacié no especifica dels receptors d’adenosina no modifica el
contingut quantic (% de variacio: 2.00 + 7.22; primera columna).

Seguint aquesta linia d’estudi s’ha avaluat ’efecte de 1’estimulacio6 inespecifica dels
receptors d’adenosina amb 1’addicio exogena de 1’adenosina (ADO). Donat que, segons la
bibliografia s’ha descrit que 1’ADO pot treballar de forma bifasica si s’usa a concentracions
nanomolars o0 micromolars (Pousinha i cols., 2010), en aquest treball s’ha realitzat experiments
a concentracions 300 nM, 10 i 25 uM. Sorprenentment, en les nostres condicions experimentals
no s’ha observat variacio en el contingut quantic (% de variacié de I’ADO (300 nM): 9.15 +
2.60; de ’ADO (10 uM): 9.07 + 1.20; de ’ADO (25 uM): 15.79 + 2.20, columnes 2-4). No
obstant, els experiments descrits segons la bibliografia usen d-tubocurarine o bé
concentracions d’alt Mg*? en la solucié fisioldgica per bloguejar la contraccié muscular, i a
diferéncia de nosaltres, si que obtenen resultats amb I’ADO (Pousinha i cols., 2010). Aixi que
degut a aquestes discrepancies, s’ha decidit estudiat I’efecte d’aquest estimulador inespecific
evitant la contraccié amb altes concentracions de Mg* (5 mM) en la solucié fisioldgica o bé
amb el pretractament del d-tubocurarine (0.7 uM). En aquestes condicions, s’ha vist que es
canvia directament la fisiologia de la sinapsi: el Mg*? produeix una reduccié en I’alliberacié
d’acetilcolina, i el d-tubocurarine intervé en els nAChRs i els mMAChRs, i també pot unir-se a
antagonistes i donar efectes al-lostérics (Ferry i kelly, 1988; Santafé i cols., 2006) (per a mes
informacio sobre 1’eleccid del métode de prevencid de la contraccié veure ’apartat 10.3 a
Materials i Métodes o més endavant en ’apartat 2.1 de la Discussid). En canvi, tal i com s’ha
treballat en aquest estudi evitant la contraccié amb la p-CgTx GIIIB, no s’ha alterat la funcid
normal de la sinapsi neuromuscular. En la figura R.10 (columnes 5 i 6) es mostra com evitant
la contraccié amb altes concentracions de Mg o bé amb d-tubocurarine, I’ADO a
concentracions micromolars (25 pM) redueix el contingut quantic tal i com préviament s havia
descrit (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i Walker, 1975; Pousinha i cols., 2010) (% de variacid
de I’ADO (25 pM) amb alt Mg*?: 46.65 + 9.04; % de variaci6 de ’ADO (25 uM) en preséncia
de d-tubocurarine: 37.12 £ 3.23). A més, en la mateixa figura R.10 es mostra uns exemples de
registres de I’ADO (25 uM) evitant la contracciéo amb la p-CgTx GIIIB (1-3 uM) o bé amb el
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d-tubocurarine (0.7 uM).

En resum, en condicions en les quals la funcié sinaptica no esta alterada (bloquejant
la contraccid6 muscular amb la p-CgTx GIIIB), el bloqueig o 1’estimulaci6 inespecifica dels
receptors d’ADO no modifica el contingut quantic. En canvi, si modifiquem directament la
seva fisiologia (prevenint la contraccié amb altes concentracions de Mg** o bé amb el d-
tubocurarine), ’ADO a concentracions micromolars indueix una disminucio en 1’alliberacio

evocada.

Quantal content

(& of control values)
40 30 &0 70 80 S0 100 110 120
| I I TN TN A A |

8-SPT 100uM iH

SSSSESaEOaOLE0E
00N [ttt
nl BN
S S
ASatoaannnOnaOne

u-CgTx GIIE, 3 pM

wa |

ADO
25 uM * Mg*, 5 mM
25 M 3 dTC,0.7 uM
u-CeTx ADO 25 0 dTC ADO 25 M

(

Figura R.10. Modulacié inespecifica en la neurotransmissié evocada. L’histograma mostra que el bloqueig no
selectiu (8-SPT, 100 uM) o I’estimulaci6 inespecifica a diferents concentracions (ADO 300 nM, 10 i 25 uM; columnes
2-4), en musculs paralitzats amb la p-CgTx GIIIB no modifica ’alliberacié evocada d’acetilcolina. En canvi, en una
situacio de reduccié de la secrecié de neurotransmissor amb altes concentracions de Mg* (5 mM) o bé, bloguejant els
nAChRs amb d-tubocurarine (dTC; columnes negres), I’ADO a altes concentracions redueix el contingut quantic. Per
a cada columna: n = 5 musculs i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P <
0.05 respecte als valors inicials (linia puntejada). A sota, es mostra la superposicioé d’episodis evocats obtinguts des de
la mateixa fibra abans i després de I’addicié de ’ADO (25 uM) bloquejant la contraccié amb la p-CgTx GIIIB
(esquerra) i amb el dTC (dreta). Barra d’escala horitzontal: 5 ms i verticals: 10 mV (esquerra) i 2 mV (dreta).
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4.1.2 Modulaci6 del receptor A; en la neurotransmissié evocada

Veient que bloquejant i estimulant inespecificament no es modificava 1’alliberacié
evocada d’acetilcolina, s’ha valorat el possible efecte individual de dos tipus de receptors
d’ADO presents. En la figura R.11 es mostra que el bloqueig especific del receptor A; amb
I’antagonista DPCPX (100 nM) no modifica el contingut quantic (% de variacié: 8.12 + 9.66).
De la mateixa manera, s’ha valorat el possible efecte de 1’estimulacié especifica del receptor
A; amb D’agonista selectiu CCPA (1 uM) i tampoc afecta a ’alliberacié evocada (% de
variacié: 6.51 + 6.49). En resum, la modulacié especifica del receptor A; no modifica el

contingut quantic (veure columnes 1 i 2).

4.1.3 Modulaci6 del receptor A, en la neurotransmissié evocada

Com s’ha pogut veure, I’efecte de 1’estimulacié i la inhibici6é inespecifica dels
receptors d’ADO no s’ha observat canvis significatius en 1’alliberacié evocada, aixi com
tampoc en la modulacié del receptor A;. Seguint amb aquesta linia d’estudi, s’ha decidit
estudiar I’efecte del bloqueig del receptor A, amb 1’antagonista especific SCH-58261 (50 nM)
aixi com, I’estimulacio selectiva d’aquest receptor amb 1’agonista especific CGS-21680 (1 uM)
en experiments independents. En els dos casos no s’ha observat cap canvi significatiu en el
contingut quantic (% de variacié: 1.66 £ 7.42 i 1.89 + 7.29, respectivament; figura R.11,
columnes 3 i 4). Per tant, la modulacié especifica del receptor A, no modifica 1’alliberacio
evocada.

4.1.4 Efecte de la inhibicié especifica del receptors A,z i Az en la neurotransmissio
evocada

En els estudis de localitzaci6 realitzats, s’ha confirmat la preséncia dels receptors A,
i Az en els nervis terminals de la NMJ adulta (veure 1’apartat 2.3 i 2.4 dels Resultats), sent una
condicié necessaria per la seva participacio directa en la neurotransmissio. Aixi que s’ha
estudiat la possible participacié dels receptors Asg i Az en I’alliberacié evocada inhibint-los en
experiments independents. L histograma (columnes 5 i 6) i els exemples de registres evocats de
la figura R.11 evidencien que el bloqueig especific del receptor A,z amb 1’antagonista
MRS1706 (100 nM) i el bloqueig del receptor Az amb 1’antagonista MRS1334 (100 nM) no
modifiquen el contingut quantic (% de variacié pel MRS1706: 10.14 + 29.60 i pel MRS1334:
10.02 + 29.43). Per tant, es pot concloure que aquests receptors (A,g i A3) no es troben acoblats

en I’alliberacié evocada tot i ser presents en la NMJ.
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Figura R.11. Modulacié especifica dels receptors d’adenosina en la neurotransmissié evocada. L’histograma
mostra que ’efecte dels moduladors especifics (antagonistes columnes blanques i agonistes columnes farcides) dels
receptors d’ADO no modifiquen I’alliberacié evocada en condicions normals (a 1 Hz). Per a cada columna: n = 5
experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana = SEM. A la dreta, exemples de
registres d’EPPs on es mostra la falta d’efecte del bloqueig del receptor A, (a dalt) i A, (a baix), abans i després

d’afegir la substancia purinérgica. Barra d’escala horitzontal: 5 ms i vertical: 10 mV.

4.2 Efecte de ’enzim adenosina deaminasa (ADA) en la neurotransmissié evocada

La manca de resultats obtinguts afegint agents moduladors externs, ens ha fet pensar
que possiblement I’ADO endogena era suficient per mantenir els receptors ocupats. Per aquest
motiu, s’ha estudiat I’efecte de ’ADO endogena en 1’alliberacié evocada. Amb aquesta
finalitat, s’ha realitzat experiments amb I’enzim adenosina deaminasa (ADA, 2 U/ml) que
hidrolitza I’ADO en inosina inactivant-la. Experimentalment, la incubaci6 de I’ADA no
produeix variacio en el contingut quantic (% de variacié 1.07 = 6.50). En la figura R.12
(columna 1), es mostra com I’ADO endogena tampoc és responsable de modular la

neurotransmissié evocada a baixa freqiiéncia d’estimul a 1 Hz.

4.3 Efecte de la 2-cloroadenosina (CADQ) en la neurotransmissio evocada

Com D’efecte de I’addicié de ’ADO exogena i de la propia ADO endogena no ha
modificat el contingut quanticc. A més com s’ha comentat anteriorment, I’ADO ¢és
metabolicament inestable, esta subjecta a 1’absorcio per les cél-lules neuronals i glials, i a la
inactivacio enzimatica ja que pot ser substrat de diversos enzims (Clarke i cols., 1952; Phillis i

Wu, 1982). S’ha estudiat I’efecte en la neurotransmissié evocada d’un analeg estable de
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I’ADO, la 2-cloroadenosina (CADO), a dues concentracions (300 nM i 10 uM). La CADO
s’ancora als P1Rs com I’ADO endogena, pero aquest s’uneix irreversiblement al receptor i no
es pot catabolitzar (Daly, 1982) tenint menys afinitat pel metabolisme d’absorcié que I’ADO
(Jarvis i cols., 1985). La CADO, promou un efecte prolongat en els receptors. Els nostres
resultats han mostrat que la CADO (300 nM) no modifica 1’alliberacio evocada (% de variacio:
7.13 £ 9.03), mentre que la CADO (10 uM) causa una disminucio6 del contingut quantic (% de
variacio: 34.44 + 3.57, figura R.12) (veure columnes 2 i 3). En estudis recents s’ha descrit que
en altres vies de senyalitzacio, com per exemple el receptor de les neurotrofines Trk (de
I’anglés Tropomyosin-related kinase), una vegada la neurotrofina s’ha unit al receptor, el
receptor pot ser rapidament marcat i endocitat per la via de senyalitzacié de les ubiqitinases
(Arévalo i cols., 2006). I posteriorment, la via de I’endocitosi del Trk pot seguir dues vies
alternatives es pot donar el seu trafficking a lisosomes o bé pot ser reciclat i tornar a la
membrana plasmatica. La via degradativa a lisosomes es caracteritza per una down-regulation
del nombre total de receptors de superficie cel-lular i una disminucid de la resposta al lligand
(Chen i cols., 2005). En general, el reciclatge dels receptors a la membrana pot promoure la
resensibilitzacié i la prolongacié d’esdeveniments de senyalitzacié especifics, és a dir, es
facilita la recuperacido de la resposta cel-lular amb el subseqiient estimul de 1’agonista
(Ferguson, 2001). Segons la literatura, s’han descrit alguns receptors de superficie cel-lular
com el receptor de la transferrina, que es reciclen a la superficie de membrana via bulk
membrane flow. O bé, certs receptors acoblats a proteines G, com els receptors de dopamina
D1, que son internalitzats i poden ser rapidament reciclats i ser eficients en la membrana
plasmatica (Dumartin i cols., 1998). Encara que tot i aixi, el mecanisme pel qual aquests
receptors son internalitzats i son eficientment reciclats no és conegut amb profunditat (Vargas i
von Zastrow, 2004; Arévalo i cols., 2006). Per tant, en el nostre cas tal i com passa amb el Trk
i el receptor de dopamina D1, és possible que al haver-hi més concentraciéo de CADO (10 uM)
s’acceleri el turnover proteic amb un resultat net de menys receptors operatius i al no activar
tant la neurotransmissié es produeixi aquesta inhibicié. A més, aquest resultat pot revelar que
els receptors d’ADO tinguin un paper negatiu en 1’alliberacio de transmissor, com préviament
s’ha descrit (Di Angelantonio i cols., 2011; Pousinha i cols., 2012).

A continuacio, s’estudiara quins receptors d’ADO es troben implicats en ’efecte de la
CADO mitjancant experiments de dobles incubacions (veure el protocol detallat de les dobles

incubacions a ’apartat 10.8 de Materials i Métodes).
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Figura R.12. Efecte de ’adenosina endogena i de la
CADO en la neurotransmissi6 evocada. L’eliminacio
de ’ADO endogena amb I’enzim ADA (columna
blanca), ni I’efecte prolongat de I’analeg de ’ADO a
baixes concentracions, la CADO (300 nM) (columna

negra), no indueix canvis en [’alliberacié evocada,

mentre que la CADO a altes concentracions (10 puM)
(columna puntejada) disminueix el contingut quantic.
Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15
fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana +
SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia
puntejada).
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4.3.1 Efecte de la CADO a concentracions micromolars en la neurotransmissié evocada

quan els receptors d’adenosina estan bloquejats

En els experimentos de ’apartat anterior s’ha observat que la CADO (10 pM) té un
efecte inhibitori. A continuacid, s’ha estudiat I’efecte de la CADO (10 uM) en preséncia d’un
bloquejador inespecific dels receptors d’ADO com és el 8-SPT (100 pM). En aquestes
condicions, no es produeix una modificacié en el contingut quantic (% de variacié: 17.82 £
5.67; figura R.13, columna 6). La CADO no pot activar als receptors d’ADO degut a que tots
els receptors d’ADO estan bloquejats amb el 8-SPT. Per tant, si bloquegem inespecificament
els receptors d’ADO no es produeix una modificacio en ’alliberacié evocada. El segiient pas
sera estudiar I’efecte de cada receptor per separat.

En primer lloc, s’ha bloquejat el receptor A; amb 1’antagonista DPCPX (100 nM) i
després s’ha incubat amb la CADO (10 uM) on s’ha observat una reduccié del contingut
guantic (% de variacié: 26.62 + 0.05, figura R.13, columna 8). Possiblement, la CADO al unir-
se als receptors lliures fa que s’acceleri el turnover proteic i aquest faci disminuir I’alliberacio.

En segon lloc, seguint el mateix procediment i en les mateixes condicions
experimentals, s’ha estudiat ’efecte de la CADO (10 uM) en preséncia del bloquejador
especific SCH-58261 (50 nM). Igual que en el cas anterior, hi ha una reducci6 del contingut
quantic (% de variacio: 34.68 = 4.18, figura R.13, columna 10). Possiblement, la CADO

s’uneix al receptor A; activant-lo i aixo fa que es redueixi 1’alliberacié o bé, la CADO s’uneix
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als receptors que van quedant lliures i s’accelera el turnover fent disminuir 1’alliberacio
evocada.

En resum, la CADO després del bloqueig inespecific dels receptors d’ADO no té
efecte en I’alliberacio, mentre que després del bloqueig selectiu del receptor A; 0 bé del

receptor A, es redueix 1’alliberaci6 evocada.

4.3.2 Efecte de la CADO a concentracions nanomolars en la neurotransmissi6é evocada
guan els receptors d’adenosina estan bloquejats

De la mateixa manera que s’ha estudiat la CADO (10 uM), en experiments paral-lels
s’ha avaluat la CADO (300 nM) en preséncia del 8-SPT (100 uM). En aquest cas, no s’ha
observat una modificacié en I’alliberacié evocada (% de variacié: 4.94 + 3.33, figura R.13,
columna 7). Per tant, la CADO en preséncia d’un antagonista inespecific no modifica el
contingut quantic.

També, s’ha estudiat ’efecte de la CADO (300 nM) en preséncia dels bloquejadors
selectius dels receptors d’ADO. En aquestes condicions, la CADO (300 nM) en preséncia del
DPCPX (100 nM), bloquejador del receptor A, 0 bé de I’'SCH-5261 (50 nM), bloquejador del
receptor Aa, N0 modifica el contingut quantic (% de variacio: 18.32 + 6.57 i 8.02 + 2.60,
respectivament; figura R.13, columnes 9 i 11). Es probable que la CADO a aquestes
concentracions siguin insuficients per activar als receptors, perqué en preséncia dels
antagonistes especifics dels receptors A; 0 A,a, inclis del bloqueig de tots els receptors
d’ADO, no modifiquen el contingut quantic.

En resum, en aquest apartat s’ha evidenciat que inhibint o estimulant els receptors
d’ADO inespecificament o especificament en condicions en les quals s’ha mantingut la
maquinaria sinaptica intacte, no es modifica ’alliberacié d’acetilcolina evocada. Pero pel
contrari, si modifiqguem la fisiologia de la sinapsi (bloquejant la contracci6 amb altes
concentracions de Mg*? o amb el pretractament d-tubocurarine), I’ADO (25 uM) provoca una
disminucié en I’alliberacié evocada com préviament s’havia descrit. A conseqiiencia dels
resultats obtinguts, s’ha estudiat si I’ADO endogena era suficient per mantenir els receptors
ocupats en la neurotransmissié evocada utilitzant ’enzim ADA que transforma I’ADO en
inosina. Els resultats confirmen, que en les nostres condicions, I’ADO endogena no és
responsable de modular la neurotransmissié evocada i que els receptors d’ADO no es troben
acoblats a la neurotransmissié evocada. Donat que I’ADO ¢és susceptible a ser rapidament
metabolitzada i no té efecte en I’alliberacido evocada, s’ha estudiat 1’efecte prolongat de

I’analeg CADO en la neurotransmissio. S’ha observat que a concentracions nanomolars no es
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modifica el contingut quantic, mentre que a concentracions altes (micromolars) té un efecte

inhibitori.
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Figura R.13. Efecte de la CADO 10 pM i 300 nM en preséncia dels bloquejadors purinérgics en
neurotransmissié evocada. A I’esquerra (columnes blanques), efecte independent de cada substancia purinérgica en
I’alliberaci6 evocada. A continuacio, I'efecte de la CADO (10 uM i 300 nM) en presencia dels moduladors purinérgics.
L’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra indicat en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el
namero 1 i 2 (1: preincubacid; 2: incubacio). La CADO a 10 uM pot reduir el contingut quantic, inclis després del
bloqueig del receptor A, amb el DPCPX o la inhibicié del receptor A amb I’SCH-58261, com ho pot fer en
condicions salines. En canvi, la CADO a 300 nM en condicions basals i en preséncia dels agents moduladors no té
efecte en 1’alliberacid evocada. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors
s’expressen com mitjana =+ SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada). A sota, exemples de registres
de la CADO en I’alliberacié evocada (10 pM) en preseéncia dels moduladors purinérgics. Barra d’escala horitzontal: 5
ms i vertical 5 mV.

A més, s’ha observat que la CADO (10 uM) en preseéncia del bloquejador inespecific
dels receptors d’ADO no afecta a I’alliberacié evocada. No obstant, la CADO (10 uM) en
preséncia dels antagonistes selectius dels receptors A; 0 A, produeix una reduccié de
I’alliberaci6 evocada. Possiblement, 1’efecte inhibitori de la CADO (10 uM) depen d’un treball

col-laboratiu dels receptors A; i Aza. Un altre alternativa, perd0 menys probable, és que la
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CADO s’uneixi als receptors que van quedant lliures accelerant el turnover proteic produint
una reducci6 de ’alliberacio. Per un altre banda, la CADO (300 nM) en condicions basals i en
preseéncia dels antagonistes purinergics no té efecte en la neurotransmissié evocada, sent

possiblement una concentraci6 insuficient per activar als receptors d’ADO.

5. PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA
NEUROTRANSMISSIO ESPONTANIA

Una vegada s’ha estudiat la participacio dels receptors d’ADO en la neurotransmissio
evocada a continuacid, el segiient objectiu proposat ha sigut estudiat la participacio dels
receptors d’ADO en la neurotransmissié espontania. Com s’ha mencionat anteriorment, per
poder estimar el contingut quantic pel métode directe s’ha registrat simultaniament i
intracel-lularment els EPPs i els espontanis (mEPPs). El registre dels mEPPs s6n els episodis
que apareixen de forma espontania sense la necessitat de bloquejar la contraccié muscular, ni
I’activacid del potencial d’accid. A més en aquest apartat, en els experiments realitzats d’una
sola incubacid es mostra que I’amplada dels mEPPs no ha estat afectada, confirmant que tots
els components purinérgics utilitzats actuen de forma presinaptica. El procediment i I’analisi
que s’ha seguit per dur a terme aquest experiments es mostra a ’apartat 10 de Materials i
Métodes.

Cal tenir present, que aquestes dues formes d’alliberaci6 de ’acetilcolina (I’evocada i
I’espontania) es regeixen per mecanismes diferents i per tant, no s’ha d’esperar una
confirmacio6 de les dades obtingudes amb els experiments evocats. S’ha registrat un minim de
15 fibres musculars control (en el cas de dobles incubacions, registre de la primera substancia)
i 15 fibres experiment (o la incubacié de la segona substancia en preséncia de la primera). S’ha
realitzat un minim de 5-8 musculs per cada substancia purinérgica. Els valors s’expressen com

a % de variacio + SEM.

5.1 Modulacié exogena dels receptors d’adenosina en la neurotransmissio espontania

5.1.1 Modulaci6 inespecifica dels receptors d’adenosina en la neurotransmissio
espontania

Amb la intencié de coneixer I’efecte dels receptors d’ADO en la neurotransmissio
espontania, s’han bloquejat tots els receptors d’ADO amb 1’antagonista inespecific 8-SPT (100

pM) i s’ha observat un augment de la freqiiencia d’aparicié dels mEPPs (% de increment:
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35.47 + 1.04, figura R.14A, columna 1). Seguint el mateix procediment, s’ha estudiat I’efecte
contrari amb I’addici6é de I’ADO exogena i s’observa que a concentracions nanomolars no es
modifica la freqiiéncia, mentre que a concentracions micromolars té un efecte inhibitori en la
neurotransmissio espontania (% de variacié de I’ADO (300 nM): 2.45 £ 5.37; % de disminuci6
de PADO (10 pM): 41.99 £ 2.50; de ’ADO (25 uM): 37.6 + 2.70, figura R.14A, columnes 2-
4). Aquests resultats preliminars indiquen que els receptors d’ADO es troben implicats en la
neurotransmissié espontania, donat que tant el bloqueig com I’estimulacié inespecifica

augmenta i disminueix la freqiiencia dels mEPPs, respectivament.

5.1.2 Modulaci6 del receptor A; en la neurotransmissié espontania

Al modular en conjunt tots els autoreceptors d’ADO, podem modificar la
neurotransmissié espontania perd no coneixem el grau de participacié de cada un d’ells per
separat. A continuacio, es valorara aquest punt concret. Si bloquegem especificament el
receptor A; amb I’antagonista DPCPX (100 nM), s’observa un increment de I’alliberacio
espontania (% d’increment: 55.96 + 17.53). Per un altre banda, si estimulem especificament el
receptor d’ADO A; amb ’agonista CCPA (1 uM) no es modifica la freqiiéncia dels mEPPs (%
de variacio: 14.73 £ 9.16). Per tant, possiblement el responsable de I’increment de la
freqiiéncia dels mEPPs donat pel bloqueig no selectiu dels receptors d’ADO amb 1’antagonista
8-SPT sigui consequencia del receptor A;. Per confirmar aquesta afirmacio el segiient pas sera
estudiar que succeeix si bloquegem o estimulem especificament el receptor A,a. Els resultats

d’aquest apartat es mostren en la figura R.14B (columnes 1i 2).

5.1.3 Modulacio del receptor A, en la neurotransmissié espontania

En I’experiment anterior, al bloquejar especificament el receptor A; augmenta la
freqlencia, possiblement sigui a causa d’aquest receptor o bé, pot ser degut a ’accid del
receptor A,, que esta quedant lliure. Per confirmar-ho, s’ha bloquejat especificament el
receptor A,n amb D’antagonista especific SCH-58261 (50 nM), i en un altre experiment
diferent, s’ha estimulat especificament el receptor A5 amb 1’agonista CGS-21680 (1 uM). En
els dos casos no s’ha observat modificacio en la freqiiéncia dels mEPPs (% de variacid: 2.27 £
6.22 1 0.22 + 6.17, respectivament; figura R.14B, columnes 3 i 4). Resumint, possiblement el
causant de I’augment de la freqiiéncia donat pel 8-SPT sigui el receptor Ay, ja que la inhibicio
o I’estimulaci6 especifica del receptor A, no modifica 1’alliberacid espontania, unicament el
blogueig del receptor A;. Per tant, es pot concloure que el receptor A, no participa en la

neurotransmissié espontania.
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5.1.4 Efecte de la inhibicio especifica del receptors A,z i As; en la neurotransmissio
espontania

En els estudis de localitzacié amb teécniques d’immunohistoquimica s’ha demostrat la
preséncia dels receptors d’ADO A,g i Az en els nervis terminals, per tal efecte s’ha valorat la
possible implicacio d’aquests receptors en la neurotransmissié espontania. Per dur a terme
aquest objectiu, s’ha bloquejat el receptor A,g amb 1’antagonista especific MRS1706 (100 nM)
i no s’ha observat modificaci6 en I’alliberaci6 espontania d’acetilcolina (% de variacid: 2.26 +
23.15). En un altre experiment independent, s’ha bloquejat el receptor Az amb I’inhibidor
especific MRS1334 (100 nM) i tampoc s’ha observat canvis en la freqiéencia dels mEPPs (%
de variacio: 3.1 + 5.22). Per tant, tal i com es mostra en la figura R.14B (columnes 5 i 6),
segons els resultats obtinguts, els receptors A,z i Az semblen no participar en la modulacié de
I’alliberaci6 espontania, tot i sent presents en la NMJ com s’ha confirmat per

immunohistoquimica i Western blot.

5.2 Efecte de I’enzim adenosina deaminasa (ADA) en la neurotransmissio espontania

Reprenent els resultats exposats, s’ha observat que el bloqueig de tots els receptors
d’ADO augmenta I’alliberacid, mentre que si estimulem inespecificament disminueix aquesta
alliberacio espontania. Pero sembla ser que aquesta disminucié de 1’alliberaci6 €s a través del
receptor A;, perqué el bloqueig especific d’aquest receptor provoca un augment de la
freqiiéncia dels mEPPs. Aleshores, s’ha proposat estudiar I’efecte de la inhibici6 de ’ADO
endogena amb 1’enzim ADA (2 U/ml). En aquestes condicions, s’ha observat que ’ADA
augmenta moderadament I’alliberacié (% d’increment: 32.8 £+ 1.8, figura R.15, columna 1),
tenint una tendéncia similar a I’observada amb el 8-SPT i el DPCPX. Per tant, es pot concloure

que ’ADO endogena inhibeix 1’alliberacié espontania d’acetilcolina.
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Figura R.14. Modulacio dels receptors d’adenosina en la neurotransmissié espontania. (A) Modulacié
inespecifica dels receptors d’adenosina. La freqiiéncia dels mEPPs augmenta després del bloqueig no selectiu amb el
8-SPT, pero disminueix després de I’estimulacio inespecifica amb 1’ADO tnicament a concentracions micromolars.
(B) Modulacio selectiva dels receptors d’adenosina. Unicament el bloqueig del receptor A, amb el DPCPX augmenta
la freqiéncia dels mEPPs. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors
s’expressen com mitjana = SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada). En els histogrames A i B es
presenten les amplades dels mEPPs de cada una de les substancies utilitzades, confirmant que tots els components
utilitzats actuen de forma presinaptica. A sota, es mostren registres representatius de I’ADO (300 nM i 25 pM) i del
DPCPX des de la mateixa fibra abans (esquerra) i després d’1 hora d’afegir la substancia purinérgica (dreta). Barra

d’escala horitzontal: 100 ms i vertical: 0.5 mV.

5.3 Efecte de la 2-cloroadenosina (CADOQO) en la neurotransmissié espontania

Com en el cas de I’alliberaci6 evocada també s’ha investigat 1’efecte prolongat de
I’analeg estable no metabolitzable, la CADO, en I’alliberacio espontania. Experimentalment,
s’ha observat que a concentracions nanomolars augmenta 1’alliberaci6, mentre que a

concentracions micromolars no hi ha modificacié en la modulaci6 de 1’alliberacié espontania
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(% d’increment CADO (300 nM): 41.72 + 2.74; % de variacié CADO (10 pM): 7.66 + 2.54,
figura R.15, columnes 2 i 3). Per tant, depenent de la concentracio tindra un efecte en
I’alliberacid espontania. Possiblement, a concentracions altes el sistema arriba a una saturacio
0 bé, hi pot haver un balang entre el receptor A; i Aya. A continuacio, s’estudiara aquestes
afirmacions mitjancant experiments de dobles incubacions (veure el procediment detallat a
I’apartat 10.8 de Materials i Métodes).
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5.3.1 Efecte de la CADO a concentracions micromolars en la neurotransmissié espontania
quan els receptors d’adenosina estan bloquejats

Com s’ha vist en ’apartat anterior, la CADO (10 pM) no afecta a I’alliberacid
espontania suggerint que possiblement pot haver un balang entre els receptors A/A,a per tant,
s’ha decidit estudiar I’efecte de la CADO (10 pM) en presencia del §-SPT (100 uM). En
aquesta situacio la CADO (10 uM) tampoc modifica la freqiiéncia de I’alliberacié espontania
(% de variacid: 6.31 + 3.87, figura R.16, columna 6). Per tant, la CADO en preséncia d’un

antagonista inespecific no modifica 1’alliberament espontani. Una possible explicacid és que, la

132



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Diposit Legal: T 65-2016 Capﬂoll\/ Resultats

CADO pot unir-se irreversiblement als llocs que el 8-SPT va deixant Iliures, aixo fara que
s’acceleri el turnover proteic i disminueixi la situacié excitatoria produida previament pel 8-
SPT tornant a la situacio basal.

A partir dels resultats obtinguts, s’ha pensat avaluar el possible efecte individual dels
dos tipus de receptors (A; i Aza). El blogueig selectiu del receptor A; amb 1’antagonista
DPCPX (100 nM) i la posterior incubacié amb la CADO (10 uM), no indueix un canvi en la
frequiencia dels mEPPs (% de variacio: 19.46 + 8.09, figura R.16, columna 8). Per tant, si el
receptor A; esta bloquejat, la CADO pot unir-se al receptor A, i activar-lo, perd com s’ha vist
anteriorment aquest receptor al no participar en I’alliberacié espontania no modifica la
frequéncia dels mEPPs. O bé, com en el cas anterior, la CADO es pot unir irreversiblement als
receptors lliures accelerant el turnover proteic, aixd pot fer que hi hagi menys receptors
operatius i que disminueixi la situacié excitatoria produida préviament pel DPCPX tornant a la
situacio basal.

Per un altre banda, quan s’estudia ’efecte de la CADO (10 uM) en preséncia de
I’antagonista especific del receptor Aya, I’'SCH-58261 (50 nM), tampoc s’observen canvis en la
frequencia dels mEPPs (% de variacié 19.68 + 9.39, figura R.16, columna 10). En aquestes
condicions poden haver dues possibilitats: la primera és que la CADO es pugui unir al receptor
A; a I’estar el receptor A,a bloquejat, pero tot aixi no afecta a I’alliberaci6é espontania. Una
segona possibilitat és que es pot suposar que la CADO s’uneixi als llocs que va deixar lliures
I’antagonista SCH-58261. Si fos aixi el turnover proteic s’accelarara. Tal com s’ha vist abans,
el receptor A,o no participa en la neurotransmissio espontania; aixi per molt que la CADO

activi aquest receptor la freqiiencia no es veura afectada.

5.3.2 Efecte de la CADO a concentracions nanomolars en la neurotransmissio espontania
quan els receptors d’adenosina estan bloquejats

Els resultats han mostrat que la CADO (300 nM) augmenta la freqiiéncia dels mEPPs.
Amb la finalitat de conéixer quin receptor d’ADO pot estar implicat en aquest augment
d’alliberacid, primer s’ha estudiat I’efecte de la CADO (300 nM) en preséncia de 1’antagonista
inespecific 8-SPT (100 uM) i no s’ha observat canvis en la freqiéncia dels mEPPs (% de
variacid: 1.08 * 4.10, figura R.16, columna 7). Possiblement, el 8-SPT augmenta 1’alliberacid
espontania d’acetilcolina fent que la situacié sigui excitatoria, al afegir la CADO que té el
mateix efecte, fa que la situacié es mantingui sense afectar a la freqtiéncia. El seglient pas sera

estudiar cada receptor per separat.
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En primer lloc, s’ha estudiat I’efecte de la CADO (300 nM) en presencia del
DPCPX (100 nM) i tampoc s’ha vist canvis en la freqliéncia dels mEPPs (% de variacid: 13.92
+ 3, figura R.16, columna 9). En experiments anteriors, s’ha observat que la incubacié del
DPCPX augmenta I’alliberacié espontania un comportament similar a la CADO a
concentracions nanomolars. Per tant, el DPCPX provoca un increment de 1’alliberacié prou
important, per a que la CADO no pugi augmentar més aquesta alliberacio.

En segon lloc, s’ha avaluat I’efecte de la CADO (300 nM) després del bloqueig
especific del receptor A, amb 1’antagonista SCH-58261 (50 nM). Com en els casos anteriors,
no s’han observat canvis en 1’alliberaci6 espontania (% de variaci6: 3.36 £+ 2.53, figura R.16,
columna 11), donat que, com s’ha dit anteriorment, el receptor A, Nno participa en la
neurotransmissié espontania. Es pot concloure, que la CADO en preséncia d’un antagonista

especific, sigui el que sigui, no modifica la freqliéncia dels mEPPs.

En resum, segons els resultats exposats en aquest apartat, s’ha observat que els
receptors d’ADO participen en [I’alliberaciéo espontania perqué tant el bloqueig com
I’estimulacié inespecifica augmenta i disminueix la freqiiencia dels mEPPs, respectivament.
No obstant, sembla ser que I’ADO endogena disminueix 1’alliberacié espontania a través del
receptor Ay, perque el bloqueig especific d’aquest receptor augmenta 1’alliberacio. I a més,
aquesta accié inhibitoria de ’ADO endogena, s’ha confirmat amb la incubacié de 1’enzim
ADA que indueix un augment de la freqiiéncia dels mEPPs, un efecte similar a I’observat en el
cas dels antagonistes 8-SPT i el DPCPX. Per un altre banda, s’ha avaluat I’efecte prolongat de
la CADO en la neurotransmissié espontania. S’ha vist que a concentracions micromolars no
s’observen canvis en la freqiiencia dels mEPPs, perd a concentracions nanomolars augmenta
I’alliberaci6 espontania. No obstant, la CADO (en les dues concentracions) en preséncia dels
inhibidors inespecifics o especifics no indueixen canvis en 1’alliberacié. S’ha suggerit que
possiblement els dos receptors (A; i Aya) necessitin treballar conjuntament per a que la CADO
a concentracions nanomolars pugui augmentar 1’alliberacid espontania, ja que si inhibim aquest
receptors per separat no s’ha observat cap modificacié en la freqiiéncia. En canvi, a altes
concentracions el sistema pot arribar a un equilibri entre els receptors A; i Ay fent que no es

modifiqui I’alliberaci6 d’acetilcolina espontania.
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Figura R.16. Efecte de la CADO en P’alliberacio espontania d’acetilcolina. A 1’esquerra (columnes blanques)
efecte individual en la freqiiéncia dels mEPPs de cada substancia purinérgica. A continuacio, es mostra ’efecte de la

CADO en preséncia dels bloquejadors purinérgics (columnes farcides) i ’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra
en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el nimero 1 i 2 (1: preincubacié; 2: incubaci6). La CADO a 10
UM no canvia la freqiiéncia dels mEPPs ni després de la preincubacié del 8-SPT, el DPCPX o I’SCH-58261. No
obstant, CADO a 300 nM augmenta la freqiiencia dels mEPPs, aquest augment és evitat per la preincubaci6 dels
moduladors 8-SPT, DPCPX o SCH-58261. Per a cada columna n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per musculs.
Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P < 0.05 amb respecte als valors inicials (linia puntejada). Barra d’escala
horitzontal 100 ms i vertical 0.5 mV. A sota, es mostra uns exemples de registres de mEPPs de I’efecte de la CADO
(300 nM, 1h) en preséncia dels moduladors purinérgics. Barra d’escala horitzontal: 25 ms i vertical: 1 mV.
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6. PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN L’ACTIVITAT
SINAPTICA EVOCADA A 40 Hz

En P’apartat 4.1 s’ha demostrat que en condicions basals (a 1 Hz) i quan la funcid
sinaptica esta inalterada (bloquejant la contraccié muscular amb la p-CgTx GIIIB 1.5-3 uM, i
en ocasions la incubacié s’ha realitzat conjuntament amb el BTS 200 uM), els receptors
d’ADO no es troben acoblats en el control de la neurotransmissié evocada. A continuacio, s’ha
proposat analitzar la possible participacio cooperativa dels receptors d’ADO durant una intensa
activitat sinaptica amb la neurotoxina (u-CgTx GIIIB, 3 uM). Per dur a terme aquest estudi,
s’ha realitzat experiments aplicant trens d’estimuls a una freqiiéncia de 40 Hz (estimul supra
maxim) durant dos minuts, deixant descansar la fibra un interval de 10 minuts entre registre i
registre. Primer, s’ha registrat els EPPs d’un minim de 4 fibres musculars control en Ringer
normal (en el cas d’incubacions seriades registre de la primera substancia). A continuacio,
s’incuba amb la substancia d’estudi (o bé la incubacié de la segona substancia en preséncia de
la primera) i es realitza el registre experiment d’un minim de 4 fibres més. Per I’analisi de la
depressid sinaptica es mesura el promig de 1’amplada dels Gltims 15 EPPs respecte el promig
de ’amplada dels 15 primers EPPs de cada fibra (veure procediment en 1’apartat 10.8 a
Materials i Métodes).

Préviament, s’ha fet un experiment control on tant en el registre control com en
I’experiment s’ha incubat la preparacié amb solucié Ringer normal, mantenint la funcid
sinaptica preservada (bloquejant la contraccié amb la p-CgTx GIIIB). En aquestes condicions
control s’ha observat una reduccio6 de la depressio del 50% (és a dir, els 15 ultims EPPs de cada
tren sén la meitat de grans que els 15 primers). A continuacid, es mostren els resultats

obtinguts en aquest apartat.

6.1 Modulacio exogena dels receptors d’adenosina durant Pactivitat sinaptica a 40 Hz

6.1.1 Modulacié inespecifica dels receptors d’adenosina durant ’activitat sinaptica a 40
Hz

Primer, s’ha analitzat ’efecte de ’ADO endogena a través del bloqueig de tots els
receptors d’ADO amb [I’antagonista 8-SPT (100 uM). S’ha vist que augmenta
considerablement la depressid (% d’increment de la depressid: 48.9, figura R.17) disminuint
més que en la situacié control. A continuaci6 s’ha estudiat ’efecte contrari, I’activacié de tots
els receptors amb I’ADO a concentracions nanomolars (300 nM) i micromolars (10 uM). A

baixes concentracions, no s’ha trobat modificacié significativa en el promig de I’amplada dels
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ultims 15 EPPs respecte els 15 primers (% de variacio de la depressio: 17.9). Mentre que, a
altes concentracions (10 uM), I’ADO redueix considerablement la magnitud de la depressio (%
de disminucié de la depressid: 47.8; veure la figura R.17), tenint una acci6 protectora de la
funcid sinaptica. En la figura R.17 (a sota de I’histograma) es mostra uns exemples d’un
registre d’una fibra abans i després d’afegir la substancia purinérgica. S’observa com el
blogqueig amb I’antagonista 8-SPT o I’addicio6 de I’ADO exodgena a concentracions
micromolars, produeix un augment i una reduccié de la magnitud de la depressid,
respectivament. Per tant, aquests resultats preliminars mostren que els receptors d’ADO es

troben implicats en la modulacié de la depressio sinaptica.
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Figura R.17. Modulacié inespecifica dels receptors d’adenosina durant D’activitat sinaptica a 40 Hz. S’han
produit estimuls (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estimul supra maxim) i s’ha analitzat I’efecte del 8-SPT (100 pM, 1
hora) i de ’ADO (300 nM i 10 pM, 1 hora) en la modulacié de la depressio sinaptica. L histograma mostra I’amplada
mitja dels 15 primers EPPs (columnes blanques) i dels 15 ultims EPPs (columnes farcides) de cada tren. El control,
representa els valors obtinguts en cada muscul abans d’afegir la substancia purinérgica (el 8-SPT o I’ADO), els valors
s’han obtingut en aquest musculs després de I’addicié de la substancia. Per clarificar la figura, es mostra el % de
variacio entre les dues amplades mitges dels 15 Gltims EPPs en la situacié control i experiment que es presenten en les
columnes farcides per a cada tipus d’experiment. La grafica mostra que ’addicié del 8-SPT augmenta la magnitud de
la depressio, mentre que I’ADO té un efecte protector sobretot a concentracions micromolars. Per a cada columna n =
5-8 musculs amb un registre 8-10 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P < 0.05 respecte als
valors controls (linia puntejada). A sota, registre representatiu de la mateixa fibra muscular. Abans (esquerra) i després

(dreta) d’afegir la substancia purinérgica. Barra d’escala horitzontal: 50 ms i vertical: 10 mV.
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6.1.2 Modulaci6 del receptor A; durant ’activitat sinaptica a 40 Hz

A D’observar la implicacié dels receptors d’ADO en la modulacié de la depressio,
tenint un efecte protector de la funcié sinaptica amb 1’addicié de ’ADO exogena. Un proposit
d’aquest treball ha sigut conéixer com participen especificament cada receptor en aquest
procés. En primer lloc, s’ha avaluat I’efecte del bloqueig especific del receptor A; amb
I’antagonista DPCPX (100 nM) durant 1’activitat sinaptica, i s’ha vist que no indueix canvis en
la magnitud de la depressio (% de variacio: 3.09, figura R.18A). En segon lloc, s’ha estudiat
I’efecte de 1’estimulacié especifica d’aquest receptor amb 1’agonista CCPA (1 uM) i tampoc
s’observa efecte en la depressio, tendeix a mantenir-se tal i com estaria en condicions basals (%
de variacio: 5.80, figura R.18A). Per tant, la modulacié especifica del receptor A; no indueix

canvis en la magnitud de la depressi6.

6.1.3 Modulacié del receptor A,x durant I’activitat sinaptica a 40 Hz

Per estudiar la implicacié del receptor Aya en la depressio, s’ha bloquejat el receptor
selectivament amb I’antagonista SCH-58261 (50 nM) o bé, s’ha estimulat de forma especifica
amb I’agonista CGS-21680 (1 uM) en experiments per separat. En els dos casos no s’ha
observat efecte en la mitjana de I’amplada dels tltims 15 EPPs del tren respecte els primers (%
de variacié: 3.91 i 1.26, respectivament; figura R.18A).

Fins el moment segons els resultats exposats en aquest apartat, s’ha observat que si
inhibim completament els receptors augmenta la depressidé, mentre que si els estimulem
inespecificament I’ADO té un efecte protector que no s’observa quan es modula per separat els
receptors A; i Asa. El conjunt d’aquests resultats indiquen, que aquests receptors han de

treballar de forma cooperativa.

6.1.4 Efecte de la inhibici6 especifica dels receptors A,g i Az durant Pactivitat sinaptica a
40 Hz

A conseqiiencia dels resultats obtinguts, s’ha qiiestionat la possible participacié dels
altres dos receptors descrits (Asg i A3) en la modulacié de la depressio sinaptica. Per aquest
estudi, s’ha bloquejat aquests receptors per separat en experiments independents. S’ha trobat
que el bloqueig del receptor A,z amb I’antagonista selectiu MRS1706 (100 nM), com la
inhibicié del receptor A; amb I’antagonista especific MRS1334 (100 nM) no modifica la
magnitud de la depressio (% de variacio: 1.29 i 9.48, respectivament; figura R.18B). Amb
aquests resultats es confirma que possiblement dos o més receptors d’ADO necessiten treballar

de forma col-laborativa per tenir un efecte protector en la depressio sinaptica.
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Figura R.18. Modulacié especifica dels receptors d’adenosina durant P’activitat sinaptica a 40 Hz. (A) S’han
produit estimuls (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estimul supra maxim) i s’ha analitzat ’efecte dels moduladors
especifics en els canvis en la modulacié de la depressio sinaptica. L’histograma mostra I’amplada mitja dels 15 primers
EPPs (columnes blanques) i dels 15 dltims de cada tren (columnes farcides). El control, representa els valors obtinguts
en cada muscul abans d’afegir el modulador, els valors s’han obtingut en aquests musculs després de I’addici6 de la
substancia purinergica. Cap modulador especific té efecte en la depressi6é sinaptica. Per a cada columna n = 5-8
musculs amb un registre 8-10 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM. (B) Registre representatiu
de la mateixa fibra muscular. Abans (esquerra) i després (dreta) d’afegir els bloquejadors dels receptors A

(MRS1704, 1 hora) i A, (MRS1334, 1 hora) on s’observa que aquests moduladors no modifiquen la magnitud de la

depressio. Barra d’escala horitzontal: 50 ms i vertical: 10 mV.

Fins el moment, s’ha observat que el bloqueig de tots els receptors d’ADO augmenta
la depressid perd en canvi, si s’estimulen amb I’ADO s’obté un efecte protector de la
depressio. Pero, si s’inhibeixen o s’estimulen especificament cada receptor d’ADO per separat

no hi ha modificacié en la magnitud de la depressi6. Aquests resultats es poden interpretar com
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que dos o més receptors d’ADO necessiten treballar junts per tenir un efecte protector davant
d’una situacié d’intensa activitat sinaptica. Per tant, aixo pot significar que aquests receptors
participen en la modulacié6 de 1’alliberacié d’acetilcolina durant una activitat sindptica

repetitiva i esgotadora de forma col-laborativa.

6.2 Efecte de I’enzim adenosina deaminasa (ADA) durant I’activitat sinaptica a 40 Hz

Donat que s’ha observat que 1’addicié de ’ADO exogena té un efecte protector en la
depressio, s’ha estudiat si I’efecte de I’ADO endogena té alguna implicacié en la modulacié de
la depressio. Per realitzar aquest estudi, s’ha utilitzat I’enzim ADA que transforma I’ADO en
inosina, inactivant-la. En aquestes condicions, ’ADA (2 U/ml) no indueix cap canvi en la
modulaci6 de la depressio (% de variacié: 5.17, figura R.19). Possiblement, aix0 indica que la
quantitat d’ADO produida en la fenedura sinaptica durant aquestes freqiiéncies d’estimulacio,

no és suficient per disminuir la magnitud de la depressid.

6.3 Efecte de la 2-cloroadenosina (CADQ) durant Pactivitat sinaptica a 40 Hz

En els experiments anteriors, s’ha observat que I’addicié de I’ADO exogena té un
efecte protector en la depressio, pero 1’addicié dels moduladors exogens especifics no modifica
la magnitud de la depressio, suggerint que és necessaria la implicaci6 i el treball conjunt de dos
o més receptors d’ADO per tenir un efecte protector en la depressié. Mentre que, la producci6
de PADO endogena en aquestes condicions és insuficient per reduir la magnitud de la
depressio. Per tant, ens vam proposar analitzar 1’efecte de la CADO a dos concentracions
diferents (10 uM i 300 nM) sobre els receptors d’ADO influenciats per ’activitat sinaptica
repetitiva i quins subtipus de receptors es troben implicats.

La figura R.19 es mostra que I’efecte prolongat de la CADO (10 uM) produeix una
reducci6 no significativa en la modulacié de la depressio (% de variacio: 16.69) en comparacio
amb Dl’efecte de ’ADO exogena. Possiblement, en condicions d’altes concentracions de
CADO, una vegada la CADO s’uneix al receptor es dona la formacié del complex receptor-
lligand. Aquest complex, fara que s’acceleri el turnover proteic amb un resultat de menys
receptors operatius. El que fara que no s’activi tant la neurotransmissio fent que la situacid
sigui menys protectora que en el cas de I’addici6 de I’ADO exogena que té un efecte clarament
protector. En canvi, la CADO (300 nM) no indueix modificacid en el promig de ’amplada dels
15 Ultims EPPs respecte els 15 primers (% de variacié: 6.64, figura R.19). Possiblement,

aquestes concentracions de CADO no s6n suficients per activar aquesta via.
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Resumint, la CADO a concentracions micromolars té un efecte protector perd0 menor
que I’efecte de I’ADO exdgena, mentre que a concentracions nanomolars no s’ha observat cap
efecte en la depressio. El segiient pas, sera estudiar quins receptors d’ADO estan implicats en
I’efecte protector de la CADO (10 uM) mitjangant experiments de dobles incubacions (veure el

procediment detallat a I’apartat 10.8 a Materials i Métodes).
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Figura R.19. Efecte de I’adenosina endogena i la CADO en la modulacié de la depressi6 sinaptica a 40 Hz. S han
produit estimuls (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estimul supra maxim) i s’ha analitzat I’efecte de I’enzim ADA i la
CADO (10 uM i 300 nM) en la modulacio de la depressio sinaptica (augment o disminucid del promig de I’amplada
dels 15 ultims EPPs d’un tren). L’histograma mostra el promig de I’amplada dels 15 primers EPPs (columnes
blanques) i dels 15 dltims de cada tren (columnes farcides). El control, representa els valors obtinguts en cada mascul
abans d’afegir ’ADA o la CADO, els valors s’han obtingut en aquests musculs després de 1’addicié d’aquestes
substancies. La grafica mostra que I’ADA i la CADO 300 nM no tenen efecte en la depressio. No obstant, la CADO 10
UM provoca una disminucid no significativa de la magnitud de la depressio d’un 17%, aproximadament. Per a cada
columna n = 5-8 musculs amb un registre 8-10 fibres per mascul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM.

6.3.1 Efecte de la CADO quan els receptors d’adenosina estan bloquejats durant
P’activitat sinaptica a 40 Hz

Recordem en experiments d’activitat sinaptica realitzats préviament, la inhibicié de
tots els receptors d’ADO amb I’antagonista 8-SPT (100 uM) produeix un augment de la
depressiod, mentre que la CADO (10 uM) té efecte protector perd menor que 1’efecte de I’ADO
exogena. Per avaluar quin receptor es troba implicat en aquest efecte protector, s’ha estudiat
Iefecte de la CADO (10 uM) en preséncia del 8-SPT (100 uM). En aquestes condicions no
s’han observat canvis en la depressié (% de variacio: 8.04, figura R.20). Possiblement, pot

indicar que hi hagi una accié compensatoria entre els dos tipus de receptors d’ADO. Per
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confirmar aquesta afirmaci6 s’estudiara per separat I’efecte de la CADO en preséncia dels

inhibidors especifics dels receptors d’ADO A; i Asa.

6.3.2 Efecte de la CADO quan el receptor A; esta bloquejats durant ’activitat sinaptica a
40 Hz

Per estudiar si hi ha un efecte compensatori entre aquest dos receptors primer s’ha
estudiat I’efecte de la CADO (10 uM) en preséncia del bloquejador del receptor A;, el DPCPX
(100 nM). S’ha de tenir present que 1’antagonista DPCPX a 40 Hz no produeix canvis en la
depressid. En la figura R.20 es veu que en aquestes condicions, la CADO (10 pM) després del
blogueig del receptor A; amb [I’antagonista DPCPX experimenta un petit increment no
significatiu de la depressid (% d’increment de la depressio: 19). Possiblement, a I’estimular
irreversiblement tots els receptors purinérgics en preséncia d’un inhibidor especific del
receptor A;, és com si estimuléssim al receptor A,a. El resultat que veiem es pot interpretar
degut al bloqueig del receptor A; o bé, que el receptor que queda Iliure (A,4) no participa en la
depressié en aquestes caracteristiques experimentals. Amb la finalitat de confirmar aquestes
afirmacions, el segiient experiment sera estimular tots els receptors A, tenint el receptor Asa

bloguejat.

6.3.3 Efecte de la CADO quan el receptor A, esta bloquejats durant activitat sinaptica
a40 Hz

Per avaluar I’efecte del receptor A,a s’ha estudiat I’efecte de la CADO (10 pM) en
preséncia de ’antagonista del receptor A,a, ’'SCH-58261 (50 nM). En aquestes condicions, el
receptor A, esta bloquejat per I’'SCH-58261, i la CADO esta estimulant al receptor A; tenint
una accio fortament protectora de la depressié sinaptica (% de disminucié: 51.39, figura R.20)
similar a I’efecte de ’ADO exdgena. Per tant, el bloqueig del receptor A,a té una accid
protectora de la depressi6 possiblement donada pel receptor A; que queda lliure.
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Figura R.20. Efecte de la CADO 10 pM quan els receptors d’adenosina estan bloquejats. S’han produit estimuls
(trens a 40 Hz durant 2 minuts, estimul supra maxim) i s’ha analitzat I’efecte de la CADO (10 pM) en preséncia dels
antagonistes purinergics en la modulacié de la depressio sinaptica (augment o disminuci6 del promig de I’amplada dels
15 ultims EPPs d’un tren). L’histograma mostra I’amplada mitja dels 15 primers EPPs (columnes blanques) i dels 15
Gltims de cada tren (columnes farcides). A I’esquerra, es mostra el control que representa els valors obtinguts en cada
muscul abans d’afegir la CADO. A continuacid, s’observa I’efecte de la CADO en preséncia dels antagonistes
purinérgics. L’ordre d’incubacidé dels moduladors es presenta en cada columna corresponent (a sota), la linia
discontinua indica la preincubacié de la substancia purinérgica i la linia negra més ampla indica la incubacié posterior
de la CADO. Unicament, després del bloqueig del receptor A,, amb I’'SCH-58261 s’ha trobat que la CADO té un

efecte protector en la depressio, magnitud similar a I’efecte de I’ADO exogena en les mateixes condicions. Per a cada
columna n = 5-8 masculs amb un registre 8-10 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P <
0.05 respecte als valors controls (linia puntejada).

En definitiva, en aquest apartat es pot concloure que els receptors d’ADO estan
implicats en el control de la depressio. El bloqueig inespecific dels receptors d’ADO augmenta
la depressio, mentre que 1’addicio de I’ADO exogena té un efecte clarament protector. Aquest
efecte protector no s’observa modulant cada receptor separadament. Tampoc s’observa aquest
efecte avaluant I’efecte del nivell de ’ADO endogena produida en la fenedura sinaptica en
aquestes condicions utilitzant ’enzim ADA. El que fa pensar que els receptors d’ADO
participen de forma cooperativa en la modulacié de I’alliberacié d’acetilcolina durant una
activitat sinaptica repetitiva i esgotadora. | més, en aquestes condicions, I’ADO endogena és
insuficient per disminuir la magnitud de la depressio. Per un altre banda, la CADO (10 uM) té
un efecte protector en la depressid, perd menor que 1’observat per ’ADO exogena. Els
receptors d’ADO units irreversiblement a la CADO poden ser segrestats per la via de les
ubiguitinases i, com sol passar en aquesta via, una part d’aquest receptors tornen una altra
vegada a la superficie fent que la situacié sigui menys protectora que en el cas de ’ADO
exogena que no s’uneix de forma irreversible. Aquest efecte protector de la CADO sembla ser
a través del receptor A; perqué és augmentat quan el receptor A, esta bloquejat i s’evita quan

es bloquegen tots els receptors. Aquestes dades suggereixen que el receptor A, té una paper
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modulador negatiu en A; en aquestes condicions experimentals de la CADO. Per un altre

banda, s’ha vist que la CADO (300 nM) és una concentraci6 insuficient per activar aquesta via.

6.4 Facilitacio

En tots els experiments d’activitat sinaptica a 40 Hz s’ha estudiat els paired pulses o
facilitacid. Els paired pulses es consideren generalment com el resultat de 1’augment
d’alliberacié evocada del segon potencial d’acci6 respecte el primer degut al Ca*™ residual
presinaptic (del Castillo i Katz, 1954; Katz i Miledi, 1968). L’estudi dels paired pulses ens
permet identificar modificacions en la gesti6 intracel-lular del Ca* com per exemple, canals,
bombes o receptors de la rianodina. En aquest estudi no s’ha trobat diferéncies significatives en
els pair pulses creiem que es degut a que NMJ és un sistema molt estable comparat amb el
sistema nervids central que hi ha més variabilitat (Accorsi-Mendoga i cols., 2013). En aquest
treball s’ha avaluat els paired pulses com la ratio de ’amplada del segon EPP respecte el
primer EPP (veure figura R.21A-B).

Figura R.21. Efecte general dels moduladors purinergics
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E—f 1,10 ratio de ’amplada del segon EPP de cada tren respecte al
:% 103 T _ primer estimulant a 40 Hz (estimul supra maxim). Les
=i S I T - el e o " columnes blanques representen el control i les columnes
=2 0,83 . , . . ,
=] c' 50 % | farcides son I’efecte de la substancia purinérgica després d’1
e > o LY S hora d’incubacid en la mateixa fibra muscular. (A)
Sl ¢ & & § S . ) o
& @ & & F 0\‘ Facilitaci6 dels moduladors inespecifics en % de variacié: 8-
)
%5_5‘ s oy SPT (100 uM): 3.12; ADO (300 nM): 1.2; ADO (10 puM):
3.61. (B) Facilitaci6 dels moduladors especifics, de I’enzim
] Amplitude EPP, [ Amplitude EPP,  ADA i de la CADO. Tant en A com en B, no s’observen
variacions significatives en I’'amplada de la ratio EPP,/EPP,.
2,5 — Per a cada columna n = 5 musculs amb un registre de 8-10
gg 20 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana +
£% s SEM.
ol -
BE 1 . = I be W -2 IR ... "
:;_"‘__, o -
E° 054
==
=~ 00
> N > 5 > 5, - b i > L > 2 > 5
_g.\"@ Qo.‘s- 5.\"@ 3 -a*‘@ . & ao‘fo F _ae“(o Q\\é‘ S \;\\é‘ _9{\"@ _\,& -a"\‘ ot
(S [ [ C P [ [ [ [
& & ¢ & & o ;
Q\’q o = G‘{\‘ G‘\q-' "9 \:’9
N & &

[ Amplitude EPP, B Amplitude EPP,

144



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Diposit Legal: T 65-2016 Capﬂoll\/ Resultats

7_PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA DURANT L’ACTIVITAT
SINAPTICA EVOCADA A 100 Hz

Segons els experiments d’activitat sinaptica (trens a 40 Hz durant 2 minuts, estimul
supra maxim) realitzats anteriorment, es pot afirmar que dos o més receptors d’ADO necessiten
treballar de forma col-laborativa per tenir un efecte protector davant de la depressio. A més
s’ha vist, que els nivells d’ADO endogena en la fenedura sinaptica produida durant els trens a
40 Hz poden ser insuficients per reduir la depressio. L’efecte protector de la CADO (10 uM)
sembla ser a través del receptor A;. Per tant, el segiient objectiu plantejat ha sigut estudiar
I’efecte dels moduladors inespecifics dels receptors d’ADO i de I’ADA, en control de la
depressio durant I’estimulacid eléctrica del mascul a 100 Hz (trens a 100 Hz durant 2 minuts,
estimul supra maxim). El procediment que s’ha dut a terme és similar als experiments realitzats
de trens a 40 Hz i que s’ha descrit a ’apartat de Materials i Metodes mantenint en tot moment
la funcié sinaptica preservada.

Préviament a realitzar 1’estudi, s’ha fet un experiment control en el qual s’ha incubat
el muscul amb la solucié Ringer normal durant el registre control i I’experiment. En aquestes
condicions no s’ha observat variacié en el promig de I’amplada dels 15 Ultims EPPs respecte
als primers 15 de cada tren (% de variacio: 9.74). A aquestes altes freqiiencies d’activitat
sinaptica, I’amplada inicial dels EPPs pot disminuir rapidament un 70-80% de I’amplada inicial
dels EPPs, encara que els trens poden ser reproduibles durant almenys durant 2-3 hores. En
aquest tipus d’experiments és freqiient observar falles (estimuls que no produeixen EPPS),
mentre que en els experiments de 40 Hz son escasses. Els valors es mostren com % de variacio

+ SEM. En tots els experiments s’ha utilitzat 5-8 musculs per cada substancia estudiada.

7.1 Modulacio inespecifica dels receptors d’adenosina durant D’activitat sinaptica a 100

Hz

En relacio als experiments controls d’activitat sinaptica fets préviament, s’ha observat
gue en els experiments controls d’activitat sinaptica realitzats a 40 Hz es produeix una reduccid
de la depressié del 50%. Mentre que en els experiments controls realitzats a 100 Hz, en les
mateixes condicions experimentals, no s’ha vist modificacié en la magnitud de la depressid.
Aix0 pot indicar que possiblement podria haver un mecanisme compensatori entre els receptors
Aq i Asn a aquestes altes freqiiencies d’estimulacio. Per aquest fet, i perqué s’ha vist que els

nivells produits d’ADO en la fenedura durant els trens poden ser insuficients per reduir la
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magnitud de la depressio a 40 Hz, s’ha decidit estudiar la participacio dels receptors d’ADO
durant una situacié d’intensa activitat sinaptica (trens d’estimul a 100 Hz durant 2 minuts).

Per dur a terme aquest estudi, s’ha realitzat experiments independents per avaluar
I’efecte de I’ADO enddgena amb el bloqueig de tots els receptors d’ADO amb I’antagonista 8-
SPT (100 uM), i ’efecte amb ’addicié de I’ADO exogena (25 puM). En aquest cas, a diferéncia
dels experiments de depressié a 40 Hz, ni el 8-SPT ni ’ADO indueixen un canvi en la
magnitud de la depressié (% de variacié: 1.85 i 9.78, respectivament; figura R.22). Aquest
resultat es pot interpretar com que possiblement en aquesta situacié d’alta intensitat, el sistema
pot arribar a una saturacio. Es a dir, en el cas dels experiments d’activitat a 40 Hz els receptors
d’ADO tenen una capacitat moduladora, pero quan arriba a una freqiiéncia d’estimulacié 100
Hz pot ser que es superi aquesta capacitat moduladora. Per confirmar aquesta afirmacié s’ha

estudiat la implicacid de cada receptor d’ADO per separat.

7.2 Efecte del blogueig del receptor A, i del receptor A,, durant Pactivitat sinaptica a 100
Hz

Amb els resultats obtinguts fins el moment (trens d’estimul a 100 Hz durant 2 minuts),
s’ha volgut valorar en experiments independents, I’efecte de la inhibicio selectiva dels
receptors A; i Ay en aquestes condicions. Es pot observar que el bloqueig selectiu del receptor
A; amb I’antagonista DPCPX (100 nM) no afecta a la depressid (% de variacio: 15.43, figura
R.22) pero pel contrari, el bloqueig del receptor A, amb 1’antagonista SCH-58261 (50 nM) té
un efecte protector reduint considerablement la magnitud de la depressié (% de disminucio:
77.59, figura R.22). Possiblement, pot indicar que en condicions d’alta activitat ’ADO

endogena pot reduir la depressié a través del receptor A;.

7.3 Efecte de I’enzim adenosina deaminasa (ADA) durant P’activitat sinaptica a 100 Hz

Anteriorment, en els experiments d’activitat sinaptica a 40 Hz s’ha vist que el nivell
de ’ADO endogena produida en la fenedura sinaptica durant els trens no és suficient per reduir
la depressio. A més, s’ha vist que la modulacid inespecifica dels receptors d’ADO en trens de
100 Hz no modifica la depressi6. Per confirmar si el nivell d’ADO endogena produit en trens a
altes freqiiéncies (100 Hz) és suficient per activar als receptors d’ADO 1 tenir un efecte
protector, s’han realitzat experiments amb 1’enzim ADA que inactiva 1’efecte de I’ADO
hidrolitzant-la a inosina. En aquest cas, ’ADA augmenta considerablement la magnitud de la

depressio (% de variacio: 56.66, figura R.22). Aquest resultat sembla indicar que a altes
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freqiiéncies, I’ADO endogena produida a en aquestes condicions sembla interaccionar amb els

receptors d’ADO protegint de la depressio.
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En resum, la modulacié inespecifica dels receptors d’ADO no modifica la depressio.
La produccié de ’ADO endogena en la fenedura sinaptica en aquestes condicions és suficient
per tenir un efecte protector activant al receptor A4, ja que el bloqueig del receptor A, redueix

considerablement la depressié.

8. RELACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE
SENYALITZACIO EN LA NEUROTRANSMISSIO EVOCADA

Els treballs publicats fins el moment en el grup, es mostra que existeixen diferents
molécules de senyalitzacié com els mAChRs, les serina/treonina quinases (PKA i PKC) i els
VDCCs que s’expressen, es localitzen en la sinapsi neuromuscular i es troben implicades en
la modulaci6 de la neurotransmissio. Aixi mateix, es va estudiar la relacié funcional entre
aquestes vies de senyalitzacid en 1’acoblament de la neurotransmissio (veure amb més detall
a D’apartat de la Introduccid secci6 3: Molécules implicades en la transmissid
neuromuscular). A més, com s’ha comentat anteriorment en ’apartat de la Introduccio, els
receptors d’ADO sén pleioentropics i la seva activacid pot influir en ’accié d’altres
neurotransmissors i neuromoduladors indirectament, comportant-se com un modulador de
moduladors ja que el funcionament de molts sistemes neuromoduladors presinaptics estan
sota el control concis dels receptors d’ADO (Queiroz i cols., 2003; Cunha, 2005). Per tant, en
aquesta tesi s’ha proposat estudiar amb detall la relacié funcional dels receptors d’ADO amb
aquestes molécules implicades en el control de la neurotransmissié (MAChRs, PKA, PKC i
VDCCs) mitjangant experiments de dobles incubacions. En aquest cas, també s’ha registrat
simultaniament i intracel-lularment els EPPs i el mEPPs per poder estimar el contingut
quantic pel métode directe i s’ha utilitzat un minim 5-8 musculs per substancia estudiada
mantenint en tot moment la funcié sinaptica preservada. S’ha seguit el segiient protocol:
primer s’ha preincubat la preparacié durant 1 hora amb els moduladors purinérgics i a
continuacio, s’ha fet el registre control de 15 fibres musculars. Posteriorment, s’ha incubat
(durant 1 hora addicional) amb la segona substancia moduladora d’aquestes molécules
(mAChRs, PKA, PKC i VDCCs) en preséncia de la primera substancia i s’ha fet el registre
experiment. En alguns casos que s’ha cregut oportu, s’ha realitzat 1’experiment reciproc.
Finalment, s’ha estudiat la resposta de I’altim modulador sobre la neurotransmissio (veure el

procediment detallat I’apartat 10.8 de Materials i Métodes).
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8.1 Relacié entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en la

neurotransmissié evocada

Un dels objectius d’aquest treball ha sigut determinar si hi ha alguna possible relacio
funcional entre els receptors d’ADO amb els mAChRs. En estudis previs en el grup, es va
veure que els mMAChRs modulen la neurotransmissié evocada. En la NMJ adulta, el receptor
M1 augmenta la neurotransmissio, mentre que el M2 la inhibeix. Els dos mecanismes M1 i M2
operen en paral-lel encara que en condicions normals, la funcié muscarinica inhibeix
I’alliberaci6 donat que un bloqueig no selectiu dels mAChRs amb 1’atropina (AT) potencia
I’alliberacio, el que indica la predominanca del receptor M2 (Santafé i cols., 2003, 2006;
Garcia i cols, 2005; Tomas i cols., 2014). El que suggereix que la inhibici6 tonica de
’alliberacié d’acetilcolina en condicions basals quan M1-M2 s6n operatius a través de
I’acetilcolina endogena, tenen una funcid conservativa limitant 1’alliberaci6 evocada de
I’acetilcolina. Per un altre banda, els receptors M3 i M4 no sén funcionals en la NMJ adulta, tot
i que s’han trobat presents en la NMJ en estudis de localitzacié i d’expressio (Santafé i cols.,
2003, 2004; Garcia i cols., 2005; Tomas i cols., 2014). No obstant, el receptor M4 és operatiu
en certes NMJ neonatals participant en el procés d’eliminacid sinaptica (Santafé i cols., 2004).

En I’apartat 3.1 de la Introduccié es mostra més informacio sobre els mAChRs.

8.1.1 Relacié entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en la

neurotransmissio evocada a 1 Hz

8.1.1.1 Efecte en la neurotransmissio evocada quan es modulen els receptors d’adenosina

juntament amb la inhibicié dels receptors muscarinics

En experiments previs (apartat 4.1.1 de Resultats), s’ha observat que la incubacié no
especifica dels receptors d’ADO amb 1’antagonista 8-SPT (100 uM) no modifica el contingut
quantic (% de variaci6: 2.00 + 7.22). Mentre que, si bloquegem inespecificament els mAChRs
amb I’AT (2 uM) causa una potenciacio de ’alliberacié evocada (% d’increment: 89.9 + 4.8, P
< 0.05, n =5, minim 15 fibres per mascul; Santafé i cols., 2003, 2006).

Per estudiar la possible relaci6 entre aquests dos tipus de receptors (P1Rs i mAChRs),
s’ha estudiat ’efecte de la I’AT (2 uM) en preséncia del 8-SPT (100 uM), com la situacio
inversa. En les dues condicions no s’ha observat canvi en 1’alliberaci6 evocada (% de variacio:
2.11 £ 1.55i 13.86 + 3.06, respectivament, figura R.23, columnes 5 i 8). Aquests resultats

suggereixen que possiblement, existeix una relaciéo en la modulacié de 1’alliberacié entre els
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receptors d’ADO i mAChRs. Es a dir, que els mAChRs poden dependre dels receptors d’ADO,
per aquesta rad I’AT no pot fer la seva funcié de potenciacio. I reciprocament, els receptors
d’ADO poden dependre dels mAChRs, perque el seu bloqueig no deixa als receptors d’ADO
acoblar-se a la neurotransmissi6 evocada.

A partir dels resultats obtinguts, s’ha proposat estudiar la situacié contraria, la
participacié dels mAChRs quan estan bloguejats inespecificament amb I’AT i els receptors
d’ADO es troben estimulats inespecificament amb I’ADO (25 uM). S’ha de tenir present que
I’ADO exogena en les nostres condicions de treball (preservant la funcidé sinaptica) no
modifica el contingut quantic (% de variacio ADO 25 uM: 15.79 + 2.20; veure la figura R.10
de I’apartat 4.1.1 de Resultats). En aquest cas, I’AT (2 uM) en preséncia d’ADO (25 uM), com
en la situacié inversa, no s’observa un canvi en el contingut quantic (% de variacio: 1.80 + 4.38
i 11.44 + 5.14, respectivament, figura R.23, columnes 6 i 9, respectivament). Indicant, que els
mAChRs es desacoblen de la neurotransmissié evocada si préviament s’activen els receptors
d’ADO, mentre que els receptors d’ADO no es poden acoblar a la neurotransmissio evocada Si
es bloguegen préviament els mAChRs.

En resum, aquests resultats preliminars evidencien que hi ha una relacié funcional
entre els receptors d’ADO i els mAChRs, perqué I’AT en preséncia dels moduladors
purinérgics inespecifics, no pot fer el seu efecte de potenciacid i a la inversa, el bloqueig dels
mAChRs no permet I’acoblament dels receptors d’ADO en la neurotransmissié evocada. Per
tant, per poder confirmar aquesta afirmacid a continuacié s’estudiara ’efecte prolongat de la

CADO amb el bloqueig dels mMAChRs amb I’AT.

8.1.1.2 Efecte de la CADO quan es bloquegen tots els receptors muscarinics en la
neurotransmissio evocada

En experiments realitzats préviament, la CADO a concentracions micromolars
disminueix I’alliberaci6é evocada (veure apartat 4.3 de Resultats), mentre que I’AT (2 uM) té
un efecte potenciador. Si primer s’incuba la CADO (10 uM) i posteriorment es bloquegen els
mAChRs amb I’AT (2 puM), com en la situacié inversa, no s’observen canvis en el contingut
quantic (% de variacio: 4.62 £ 0.70 i 8.45 + 8.23, respectivament, figura R.23, columnes 7 i
10). L’AT no pot potenciar I’alliberacié ni la CADO pot inhibir-la, es dona una situacio
compensatoria. Amb aquests resultats obtinguts es confirma que hi ha una possible relacié
entre els receptors d’ADO i els mAChRs. El seglient pas sera estudiar quins subtipus de

receptors estan implicats en aquesta situacié compensatoria.
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Figura R.23. Efecte de la modulacié inespecifica dels receptors d’adenosina juntament amb el bloqueig
inespecific dels receptors muscarinics en la neurotransmissio evocada. A les primeres barres de I’histograma (a
I’esquerra; columnes blanques) es mostra I’efecte independent de les substancies en Ialliberacié evocada. A
continuacio, es mostra ’accié dels agents dels receptors d’ADO i del bloquejador inespecific dels mAChRs I’atropina
(AT) (columnes grises). L’ordre d’incubacio dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb
el numero 1 i 2 (1: preincubacio; 2: incubacio). L’AT no pot canviar I’alliberacié evocada quan previament estan
inhibits els receptors d’ADO (8-SPT) o estimulats (ADO). En experiments reciprocs, el bloqueig previ dels mAChRs
amb I’AT no permeten als receptors d’ADO influenciar en I’alliberaci6 evocada (falta d’acci6 del 8-SPT i de I’ADO
després de la preincubaci6 de I’AT) per tant el desacoblament dels receptors d’ADO es manté. Per un altre banda, com
la CADO (10 uM) redueix I’alliberacié evocada, s’ha avaluat com la preincubacié de I’AT afecta a I’efecte de la
CADO i reciprocament. Ni la CADO ni I’AT afecten al contingut quantic després de la incubaci6 de I’altre component.
Per a cada columna: n =5 experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM,
*P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada). Barra d’escala horitzontal: 5 ms i vertical: 10 ms. Al box de
dalt, es mostra un exemple de registres de ’acci6 de I’AT en Dalliberaci6 evocada (esquerra) i la falta d’efecte de I’AT
en preséncia del 8-SPT (dreta). Barra d’escala horitzontal: 5 ms i vertical 10 ms.

8.1.1.3 Efecte en la neurotransmissio evocada quan es modulen els receptors d’adenosina i
es bloquegen Unicament els receptors muscarinics tipus M1

En articles publicats en el grup, es va observar que el bloqueig especific del receptor M1
amb la pirenzepina (PIR, 10 uM) redueix la neurotransmissié evocada (% de disminucio: 46.3
+17.7, P < 0.05, n =5, minim 15 fibres per muascul; Santafé i cols., 2003). Per un altre banda,
experimentalment s’ha vist que la preséncia dels moduladors purinérgics inespecifics i
especifics no indueixen canvis en el contingut quantic (veure apartat 4.1). Per estudiar la
relacié dels receptors d’ADO amb el receptor M1 s’ha fet diferents experiments: tant si
préviament es bloquegen tots els receptors d’ADO amb el §-SPT (100 pM), com si s’estimulen
inespecificament amb 1’ADO (25 pM) exogena, com si es bloqueja especificament el receptor
A; amb I’antagonista DPCPX (100 nM) o bé, es bloqueja el receptor A, amb I’antagonista
SCH-58261 (50 nM) i després s’incuba amb la PIR (10 uM) no s’observa cap modificacio en el
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contingut quantic (% de variacio: 14.36 + 5.60, 5.23 * 6.60, 15.92 + 3.08 i 1.14 £ 7.15,
respectivament, figura R.24A). Podem deduir, que els receptors d’ADO estan acoblats al
receptor M1, perque la PIR no pot modificar 1’alliberacié evocada, si préviament s’ha bloquejat
o estimulat els receptors d’ADO. Per tant, el segiient estudi proposat ha sigut estudiar la relacio

dels receptors d’ADO amb el bloqueig especific del receptor M2.

8.1.1.4 Efecte en la neurotransmissio evocada quan es modulen els receptors d’adenosina i
es bloquegen Unicament els receptors muscarinics tipus M2

En experiments realitzats previs en el grup, es va observar que el bloqueig especific
del receptor M2 amb la metoctramina (MET, 1 pM) produeix un augment de I’alliberacid
evocada (% d’increment: 67.6 + 15.14, P < 0.05, n =5, minim 15 fibres per mdscul; Santafé i
cols., 2003). Com en el cas anterior, s’han fet diferents experiments per estudiar la relacié dels
receptors d’ADO amb el MAChR tipus M2. Experimentalment no s’ha observat cap
modificaci6 en ’alliberacié evocada quan la MET (1 uM) es troba en preséncia del 8-SPT (100
uM), de I’ADO (25 uM), del DPCPX (100 nM) o bé de I’SCH-58261 (50 nM) (% de variacié:
4.06 £3.94, 1.42 £ 0.12, 14.63 £ 0.46 i 9.60 £ 6.65, respectivament; figura R.24B). Es pot
concloure, que els receptors d’ADO estan relacionats amb el receptor M2 donat que la MET

tampoc pot modificar I’alliberacié evocada.

En resum, aquests resultats evidencien que hi ha una interdependéncia dels receptors
d’ADO (A i Azp) 1 els mAChRs (M1 i M2) en la modulacié de I’alliberacié evocada. Aquest
fet es degut a que en preséncia dels moduladors purinergics inespecifics (inclis amb 1’efecte
prolongat de la CADO) i especifics, ni I’AT ni els bloquejadors selectius dels receptors M1 i
M2 poden modificar I’alliberacidé evocada. Aixi mateix, reciprocament, el bloqueig previ de
tots els MAChRs i la posterior incubacié dels moduladors purinérgics inespecifics no modifica
el contingut quantic. Per tant, es pot concloure que pel funcionament normal dels mMAChRs, es
necessita un bon equilibri del conjunt dels receptors d’ADO i que la modulacié dels mAChRs

no permet ’acoblament dels receptors d’ADO en I’alliberacio evocada.
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Figura R.24. Efecte de la modulacio dels receptors d’adenosina juntament amb el bloqueig dels receptors
muscarinics tipus M1 i M2 en la neurotransmissi6 evocada. A les primeres barres de I’histograma (a 1’esquerra;
columnes blanques) es presenta I’efecte independent de les substancies en I’alliberacio evocada. A continuacio, (A) i
(B) es mostra ’accié de I’antagonista del receptor M1 la pirenzepina (PIR) o bé I’antagonista del receptor M2 la
metoctramina (MET) en preséncia dels moduladors purinergics, respectivament (columnes grises). L’ordre d’incubacio
dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb el nimero 1 i 2 (1: preincubaci6 del
modulador purinergic; 2: incubacié de la PIR o la MET). El grafic evidencia que tant la PIR com la MET no poden
modificar I’alliberacié evocada després de la preincubacié amb el 8-SPT, I’ADO, el DPCPX o I’SCH-58261, indicant
una interdependéncia entre els receptors d’ADO i els mAChRs. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de
15 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana £ SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia
puntejada).

8.1.2 Relacio entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en el control de la
depressio sinaptica a 40 Hz

En estudis en el nostre laboratori, s’ha observat que el bloqueig dels receptors M1-M2
amb I’AT augmenta la depressio sinaptica, mentre que [’estimulacié inespecifica amb
I’oxotremorina-M (OXO-M) no canvia la magnitud de la depressié sinaptica (trens a 40 Hz
durant 2 minuts). Aquests resultats Indiquen que els mMAChRs estan implicats tonicament en

protegir la depressié sinaptica (Tomas i cols., 2014). Per tant, el mecanisme purinérgic (com
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s’ha vist en I’apartat 6 de Resultats) i el muscarinic semblen compartir el control funcional de
la depressio sinaptica tenint una funcié protectora (donat que el bloqueig dels receptors d’ADO
amb el 8-SPT i dels muscarinics amb I’AT augmenten la depressio, respectivament). Per
aprofundir en el coneixement dels respectius mecanismes i avaluar si hi ha alguna via funcional
en comu, s’ha volgut investigar si hi ha una possible interaccidé oclusiva o additiva entre
autoreceptors metabotropics d’ADO i els mAChRs (en concret els tipus M1 i M2) en el control
de la depressio sinaptica a 40 Hz mitjangant experiments de dobles incubacions (mirar

procediment en ’apartat 10.8 de Materials i Métodes).

8.1.2.1 Efecte del bloqueig dels receptors d’adenosina i dels receptors muscarinics durant
DPactivitat sinaptica a 40 Hz

En estudis realitzats préviament es va veure que I’AT (2 uM) indueix un increment de
la depressio d’un 34.9% (Tomas i cols., 2014), mentre que 1’increment causat pel 8-SPT (100
uM) és del 48.9% (veure la figura R.17 de I’apartat 6.1.1 de Resultats). Per avaluar la possible
relacid entre els mAChRs i els receptors d’ADO, s’ha estudiat 1’efecte del 8-SPT (100 uM) en
preséncia de I’AT (2 pM) i s’ha evidenciat un augment en la depressio (% d’increment: 23.69,
figura R.25). Possiblement, aquest resultat pot indicar que el mecanisme purinérgic pot ser que
sigui més fort que el muscarinic en la depressio sinaptica. Aquest fet queda recolcat pel fet que
a I’afegir dues substancies inhibitories com son I’AT i el 8-SPT, la segona incubacié amb el 8-
SPT que és més potent, fa que hi hagi un augment addicional de la depressi6. De la mateixa
manera s’ha realitzat ’experiment a la inversa, i 1’efecte de I’AT (2 uM) en preséncia del 8-
SPT (100 uM) no causa una modificacio en la depressio (% de variacio: 15.22, figura R.25).
Pot ser que I’addicié del 8-SPT fa que la situacié es torni fortament inhibitoria, i si
posteriorment s’afegeix una altre agent inhibitori menys potent, com és I’AT, ja no podra
deprimir més el sistema. Es a dir, si es blogquegen tots el mMAChRs i posteriorment els receptors
d’ADO, el 8-SPT pot augmentar la depressio. En canvi, en la situacid inversa, I’AT no pot

deprimir més el sistema degut a la forta accié inhibitoria previa del 8-SPT.

8.1.2.2 Efecte de I’adenosina exogena i del bloqueig dels receptors muscarinics durant
DPactivitat sinaptica a 40 Hz

Seguint amb el mateix estudi, s’ha avaluat I’efecte del bloqueig inespecific dels
mAChRs amb I’AT (2 uM) i la posterior incubacié de I’ADO exogena (25 puM), i viceversa.

En aquestes condicions no s’ha observat diferéncies en la magnitud de la depressid entre el
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promig dels 15 dltims EPPs respecte als 15 primers EPPs (% de variacid: 4.27 i 14.13,
respectivament, figura R.25). Tal i com anteriorment s’ha vist en els experiments d’activitat
sinaptica (trens 40 Hz durant 2 minuts), I’ADO exogena conjuntament amb 1’endogena té un
efecte clarament protector davant de la depressio (veure I’apartat 6.1.1 de Resultats). Aquest
efecte tan protector de ’ADO pot impossibilitar 1’accié inhibitoria de I’AT en les dues
condicions, fent que no es modifiqui la magnitud de la depressio.

En resum, aquests resultats indiquen que el mecanisme purinérgic i muscarinic
cooperen en el control de la depressié i poden compartir una via en comi. A més a més, en
aquestes condicions experimentals, el control purinérgic sembla ser més fort que el control
muscarinic, donat que la depressié pot ser addicionalment augmentada amb el 8-SPT després
d’un augment addicional en la depressi6 induit pel bloqueig muscarinic amb I’AT. A més, quan
préviament els receptors d’ADO sén bloquejats, I’AT no pot augmentar la depressié indicant
una possible transactivacio entre els receptors d’ADO i els mAChRs. De la mateixa manera,
I’ADO després de la preincubacio amb I’AT, com viceversa no modifica la depressio.
Suggerint, en els dos casos, que I’ADO endogena (conjuntament amb I’ADO exdgena) té un

efecte protector en la depressi6 impedint I’acci6 inhibitoria de I’AT.

Com a conclusid d’aquest apartat, es pot destacar que hi ha una interdependéncia entre
els receptors d’ADO i els mAChRs en I’alliberacié evocada en condicions basals i amb
I’estimulacié prolongada de la CADO. A més, el mecanisme purinérgic i muscarinic cooperen
en el control de la depressié on sembla ser que comparteixen un mecanisme en comd, encara

que el control purinergic sembla ser més fort que el control muscarinic.

8.2 Relacid entre els receptors d’adenosina i la proteina quinasa A (PKA) en la

neurotransmissio evocada

Els receptors metabotropics de membrana com és el cas dels receptors d’ADO estan
acoblats a vies intracel-lulars, que convergeixen en un repertori limitat de quinases efectores
que fosforilen proteines diana i materialitzen canvis estructurals i funcionals. La familia de les
serina/treonina quinases, en particular la PKA i PKC, son les més ubiqlies i es troben
implicades en la exocitosi de transmissor (West i cols., 1991; Numann i cols., 1994; Tanaka i
Nishizuka, 1994; Byrne i kandel, 1996; Catterall, 1999a; Santafé i cols., 2005, 2006, 2007). En
aquest apartat s’estudiara la relacidé funcional dels receptors d’ADO amb la PKA en la
modulacié de T’alliberacié evocada mitjangant experiments de dobles incubacions (mirar

procediment en ’apartat 10.8 de Materials i Métodes).
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Figura R.25. Efecte de la modulaci6é dels
receptors d’adenosina i del bloqueig dels
receptors muscarinics en la depressio
sinaptica. S’han produit estimuls (40 Hz durant
2 minuts, estimul supra maxim) i s’ha analitzat
H lefecte de diverses drogues en la depressio

sinaptica. L’histograma mostra el promig de
I’amplada dels 15 primers EPPs (columnes
= blanques) i dels 15 Gltims de cada tren (columnes
farcides). En les primeres barres de la grafica es
representa I’efecte individual de cada substancia
1: AT H en la depressio sinaptica. El control, indica els

valors obtinguts en cada muscul abans d’afegir la
2:8-F gubstancia muscarinica o  purinérgica. A
continuacio, es mostra la interaccié dels receptors
d’ADO amb els mAChRs en la depressio
sinaptica mitjangant  incubacions  seriades.
L’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra
en cada columna corresponent assenyalat amb el
ntmero 1 i 2 (1: preincubacié; 2: incubacio). Els

1: AT

receptors d’ADO i els mAChRs comparteixen el
control funcional en la depressi6 sinaptica (el
bloqueig dels receptors d’ADO amb el 8-SPT i el
bloqueig dels mAChRs amb I’AT indueix un
augment de la depressio a 40 Hz). S’ha analitzat
el possible efecte additiu o oclusiu entre els dos
grups de receptors. La grafica mostra que I’ADO
no pot reduir la depressi6 després de la
1: S-SPT : i . preincubacio amb I’AT i reciprocament, I’AT no
: pot augmentar la depressi6 després de la
2 AT preincubacié amb I’ADO. No obstant, I’AT no
: augmenta la depressié després de la incubacié del

8-SPT, mentre que el 8-SPT pot augmentar

addicionalment la depressi6 després de la
— incubaci6 amb I’AT efecte similar a la seva accio
independent. Per tant, el mecanisme purinergic i
muscarinic cooperen en el control de la depressio
compartint una via en comd. Per a cada columna

— n = 5-8 musculs amb un registre 8-10 fibres per
2: AT

=
e

)
R

1: ADO :

muscul. Els valors s’expressen com mitjana +
SEM, *P < 0.05 respecte als valors controls
(linia puntejada).
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8.2.1 Efecte de la inhibicié inespecifica dels receptors d’adenosina i la modulaci6 de
Pactivitat de la PKA en la neurotransmissi6 evocada

En experiments realitzats préviament en el nostre laboratori, en condicions basals es
va analitzar I’efecte de la inhibicié de I’activitat de la PKA amb 1’antagonista selectiu H-89 (de
I’anglés N-[2-((p-Bromocinnamyl)amino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide, 2HCI,
Calbiochem, 5 pM), causa una disminucié de I’alliberaci6 evocada (% de disminucié: 50.65 +
211, P < 0.05, n = 5, minim 15 fibres per miiscul), mentre que ’activacié de la PKA amb
I’activador Sp-8-BrcAMP (de I’anglés Adenosine 3',5'-cyclic Monophosphorothioate, 8-
Bromo-, Rp-Isomer, Sodium Salt, 10 pM) causa una potenciacié de I’alliberacio de
I’acetilcolina (% increment: 84.32 + 10.16, P < 0.05, n = 5, minim 15 fibres per muscul;
Santafé i cols., 2006, 2009) (veure més informacié sobre la PKA a I’apartat 3.2.1 de la
Introduccid).

Anteriorment, s’ha demostrat que en les nostres condicions el bloqueig inespecific
dels receptors d’ADO amb el 8-SPT (100 uM) no causa modificacio en I’alliberacié evocada
(veure I’apartat 4.1.1 de Resultats). A la figura R.26 es mostra que el bloqueig de I’activitat de
la PKA amb I’H-89 (5 uM) en preséncia del 8-SPT (100 puM) indueix una disminuci6 de
I’alliberaci6 evocada d’acetilcolina (% de disminucid: 39.47 + 2.79, columna 5); és a dir, I’H-
89 treballa normalment inhibint I’alliberacié. En canvi, si activem la PKA amb 1’Sp-8-BrcAMP
(10 uM) en preséncia del 8-SPT (100 pM) no s’observa modificaci6 en el contingut quantic (%
de variacio: 2.59 + 7.15, figura R.26, columna 6). Per tant, si es blogueja inespecificament els
receptors d’ADO i posteriorment es bloqueja la proteina PKA causa menys inhibicio. Aix0
podria indicar que al bloguejar els receptors d’ADO aquests participen en una millora de la
neurotransmissié. Mentre que, la inhibicio previa dels receptors d’ADO a 1’estimulacié de la
PKA no causa cap modificacio en I’alliberacié evocada. Amb aquests resultats es pot deduir
que els receptors d’ADO intervenen en la modulacié de la proteina PKA. Aixi doncs, el
seglient pas sera estudiar I’efecte de la PKA amb I’estimulaci6 inespecifica dels receptors

d’ADO.

8.2.2 Efecte de I’adenosina exogena i la modulacié6 de D’activitat de la PKA en la
neurotransmissio evocada

En I’apartat anterior, s’ha vist que el bloquejador de la proteina PKA, I’H-89 és eficac
en preséncia de I’antagonista 8-SPT (100 uM). Seguint la mateixa linia d’estudi amb la

intencid d’observar si I’activacié dels receptors d’ADO participen en aquesta inhibicié de

157



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
RECEPTORS D’ADENOSINA I SINAPSI NEUROMUSCULAR: LOCALITZACIO I RELACIO AMB L’ALLIBERAMENT DE L’ACETILCOLINA.
Denise Fischer Hubert

Dipdsit L 1: T -2016
tposit Legal: T sV, Resultats

I’alliberaci6é d’acetilcolina, s’ha analitzat 1’efecte del bloqueig de 1’activitat de la PKA amb
I’H-89 (5 uM), si s’estimula préviament els receptors d’ADO amb I’ADO exogena (25 pM).
En la figura R.26 es mostra que en aquestes condicions, s’observa una esperable disminuci6 en
Ialliberaci6 de la neurotransmissié (% de disminucio: 29.84 + 2.59, columna 7). Es a dir, que
I’H-89 també és eficac si es sobreestimulen els receptors d’ADO amb ’ADO exodgena. No
obstant, si s’estimula D’activitat de la PKA amb 1’Sp-8-BrcAMP (10 uM) en preséncia de
I’ADO (25 uM) no es produeix variacio en el contingut quantic (% de variaci6: 0.72 + 1.01,
columna 8).

A partir dels resultats exposats en aquest apartat, es pot concloure que hi ha una
relacié funcional entre els receptors d’ADO i la PKA. L’acoblament tonic de la PKA per
promoure I’alliberacié d’acetilcolina (el qual pot ser inhibit amb 1’H-89) es manté després de la
modulacié dels receptors d’ADO (amb el §8-SPT i I’ADO) en condicions basals, tot i que la
inhibicié prévia dels receptors d’ADO i la segona incubacié amb I’H-89 ocasiona menys
inhibicié millorant la neurotransmissio. Possiblement, I’acoblament de la PKA en I’alliberacio
evocada necessita la participacio dels receptors d’ADO. No obstant, en ambdues condicions (la
prévia inhibicié o estimulacio purinergica), 1’Sp-8-BrcAMP no té la capacitat d’estimular

addicionalment la neurotransmissio.
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Figura R.26. Relacié dels receptors d’adenosina amb la modulaci6 de Dactivitat de la PKA en la
neurotransmissio evocada. A les primeres barres (a I’esquerra; columnes blanques) de I’histograma es mostra I’efecte
independent de les substancies en condicions basals. A continuaci6 es mostra ’efecte de la modulaci6 de la PKA en
presencia dels moduladors purineérgics inespecifics (columnes grises). L’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra
en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el nimero 1 i 2 (1: preincubacio; 2: incubaci6). L’alliberacio
evocada d’acetilcolina pot ser inhibida per ’'H-89 i pot ser augmentada per I’Sp-8-BrcAMP. La grafica mostra que
després de la inhibicio o de I’estimulacid dels receptors d’adenosina (amb el 8-SPT o I’ADO), la PKA pot ser inhibida,
perd no pot ser addicionalment estimulada per I’Sp-8-BrcAMP. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de
15 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana = SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia
puntejada).
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8.3 Relacio entre els receptors d’adenosina i la proteina quinasa C (PKC) en la

neurotransmissié evocada

En els altims anys en el nostre laboratori es va veure que la PKC es troba implicada en
la neurotransmissié. Es per aixd, que s’ha proposat estudiar en aquest treball si hi ha una
relacid directe entre els receptors d’ADO i la proteina PKC en l’acoblament de la
neurotransmissié evocada. Per aquest estudi s’ha realitzat diferents experiments mitjancant
dobles incubacions, modulant préviament els receptors d’ADO (amb agents purineérgics
inespecifics 1 especifics) 1 posteriorment s’ha modulat I’activitat de la PKC. En I’apartat 3.2.2

de la Introduccié es mostra més informacid sobre 1’activitat de la PKC.

8.3.1 Efecte dels receptors d’adenosina amb Destimulaci6 de la PKC en la

neurotransmissié evocada

8.3.1.1 Modulacio inespecifica dels receptors d’adenosina i Pestimulacié de la PKC en la
neurotransmissio evocada

En experiments previs en el grup es va observar que I’activacio de la PKC amb el
forbol éster, PMA (de I’angles phorbol 12-mysterate 13-acetate) potencia 1’alliberacio evocada
d’acetilcolina (% d’increment: 97.4 + 10.2, P < 0.05, n = 5, minim 15 fibres per mascul)
acoblant-se a la neurotransmissio en condicions basals (1 Hz, evitant la contraccio amb la p-
CgTx GIIB). Aquest efecte pot ser abolit amb la preincubacié del paninhibidor calfosteina
(CaC) que actua en el mateix domini que el PMA (Santafé i cols., 2005, 2006, 2009, 2014). No
obstant, en els resultats anteriorment exposats es mostra que en condicions basals la incubacio
del 8-SPT (100 uM) com la de ’ADO exogena no modifica 1’alliberacié evocada (veure
apartat 4.1.1 dels Resultats).

Per avaluar la relacié funcional entre els receptors d’ADO i I’activitat de la PKC en
I’alliberaci6 evocada, primer s’ha estudiat en experiments per separat 1’accié global de la
modulacié dels receptors purinérgics amb ’estimulacié de la PKC amb el PMA (20 nM). La
inhibicié o I’estimulacié prévia dels receptors d’ADO amb el 8-SPT (100 uM) o I’ADO (25
uM) respectivament, evita completament I’efecte potenciador del PMA (20 nM) en
I’alliberaci6 evocada (la PKC no pot ser estimulada pel PMA) (% de variacio: 13.72 + 4.62 i
14.91 + 3.08, respectivament; figura R.27A, columnes 4 i 5).

Aquests resultats suggereixen que hi ha una associacié clara entre la PKC i els
receptors d’ADO, perque el previ bloqueig o 1’estimulacié inespecifica dels receptors d’ADO,

fa que el PMA no pugui activar a la PKC per potenciar I’alliberacié. Per tant, el seglent
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objectiu serd estudiar els receptors d’ADO (A; i A,a) per separat per coneixer la seva

implicacio i si ho estan de la mateixa manera.

8.3.1.2 Modulacio6 del receptor A, i I’estimulacié de la PKC en la neurotransmissié evocada
En D’apartat anterior, s’ha evidenciat una associacio clara entre els receptors d’ADO i
la PKC donat que, el PMA no pot activar a la PKC en presencia dels moduladors purinérgics
no selectius. Per tant, amb la intencid d’estudiar si el receptor A; estd implicat en el
desacoblament de la PKC en la neurotransmissio evocada s’ha bloquejat amb 1’antagonista
DPCPX (100 nM) o bé s’ha estimulat amb I’agonista CCPA (1 uM) en experiments
independents, i posteriorment s’ha activat la PKC amb el PMA (20 nM). En els dos casos no
s’ha observat modificacio en el contingut quantic (% de variacio: 13.45 £ 3.10 1 22.90 £ 6.55,
respectivament; figura R.27B, columnes 6 i 7). Aquests resultats indiquen que si s’activa la
PKC amb I’activador PMA en preséncia d’un inhibidor o estimulador especific del Ay, la PKC

no pot potenciar la neurotransmissio evocada.

8.3.1.3 Modulacié del receptor Ay i estimulacio de la PKC en la neurotransmissio evocada

En els experiments anteriors, s’ha evidenciat la implicacid del receptor A; en
I’activacio de la PKC per tant, ara sera interessant conéixer la implicacio del receptor Aa en la
mateixa situacio, activant la PKC. De la mateixa manera que en el cas anterior, s’ha bloquejat
previament el receptor A,» amb I’antagonista SCH-58261 (50 nM) o bé s’ha estimulat amb
I’agonista CGS-21680 (1 uM) en experiments per separat, i posteriorment s’ha activat la PKC
amb el PMA (20 nM). En els dos casos no s’ha observat una variacié en el contingut quantic
(% de variacié: 6.78 + 2.08 i 3.13 + 4.30, respectivament; figura R.27B, columnes 8 i 9).
Indicant que si s’inhibeix o s’estimula el receptor A,, la PKC no pot efectuar el seu efecte
potenciant I’alliberacio evocada d’acetilcolina.

Resumint, pot haver-hi una sinérgia entre aquest dos receptors d’ADO (A; i Aza) fent
que la activacio de la PKC no pugui fer la seva funci6é de potenciacié. Aixo implica que la
previa inhibicio o estimulacio o el desequilibri funcional normal dels receptors d’ADO evita

’accid potenciadora del PMA desacoblant a la PKC de I’alliberacio evocada.
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Figura R.27. Modulacié dels receptors d’adenosina amb D’estimulacié de la PKC en la neurotransmissié
evocada. A les primeres barres de I’histograma (a I’esquerra; columnes blanques) es mostra I’efecte independent de les
substancies en condicions basals. A continuacid, es mostra ’efecte de la modulacié de la PKC en preséncia dels
moduladors purinergics (columnes grises). L’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra en cada columna
corresponent, assenyalat amb el ndmero 1 i 2 (1: preincubaci6; 2: incubacio). (A) Estimulacié de la PKC en presencia
dels moduladors inespecifics. L’activacié de la PKC amb el PMA augmenta el contingut quantic aproximadament
100%. No obstant, el blogueig (8-SPT) o I’estimulacié (ADO) inespecifica dels receptors d’ADO evita completament
Pefecte del PMA en I’alliberacié evocada (la PKC no pot ser estimulada amb el PMA). (B) Estimulaci6 de la PKC en
preséncia dels moduladors especifics. La grafica mostra que el PMA no pot potenciar Ialliberacié evocada si
préviament s’ha incubat amb els moduladors dels receptors A1 i A2A (amb el DPCPX, el CCPA, I’SCH-58261 o el

CGS-21680, respectivament). Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors
s’expressen com mitjana = SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada).
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8.3.2 Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibicié de la PKC en la neurotransmissio
evocada

Amb referéncia els resultats anteriors, la prévia modulacié i desequilibri dels receptors
d’ADO evita I’efecte potenciador del PMA desacoblant a la PKC de la neurotransmissio
evocada. Per tal d’aprofundir en I’estudi de la relacié funcional dels receptors d’ADO amb la
PKC s’ha realitzat experiments on s’ha modulat préviament els receptors d’ADO, i
posteriorment s’ha bloquejat I’activitat de la PKC amb la CaC. En estudis preliminars en el
nostre laboratori, es va observar que en condicions basals i matenint la funcié preservada, la
PKC es troba desacoblada de I’alliberacio evodada, perqué la inhibicidé d’aquesta proteina amb
la CaC (10 uM) no afecta a I’alliberacié evocada (% de variacio: 6.42 £2.08, P < 0.05, n = 5,
minim 15 fibres per mascul; Santafé i cols., 2005). No obstant, es va veure que I’increment de
Ca'* en la soluci6 fisiologica (a 5 mM) o bé quan les fibres nervioses que innerven les NMJs
son estimulades continuament a baixes freqiiéncies (1 Hz), la PKC s’acobla a la
neurotransmissio podent ser inhibida per la CaC (Santafé i cols., 2005, 2009; Besalduch i cols.,
2010). Es pot pensar que la PKC és dependent de la entrada de Ca* a través dels canals P/Q,
sent una condicié necessaria per produir la secrecié evocada d’acetilcolina, aixi com es pot
suggerir una implicacio de la PKC en el manteniment de ’activitat sinaptica continua (Santafé
i cols., 2005, 2009; Besalduch i cols., 2010; Lanuza i cols., 2014). En I’apartat 3.2 de la
Introduccidé es mostra més informacié sobre 1’acoblament de la PKC en la neurotransmissio
evocada i la interaccid d’aquesta proteina en altres vies de senyalitzaci6. A continuacio,
s’avaluara I’efecte de la modulacio inespecifica dels receptors d’ADO i la inhibicié de la PKC
en aquestes dues condicions en les quals aquesta proteina es troba acoblada a la

neurotransmissié evocada i pot ser inhibida per la CaC (a 1 Hz i amb alt Ca*? extern).

8.3.2.1 Modulacio inespecifica dels receptors d’adenosina i la inhibicio de la PKC en
preséncia d’un estimul continu (1 Hz) en la neurotransmissié evocada

En articles previs publicats en el grup, es va demostrar que quan el nervi s’estimula a
baixa freqiiéncia (1 Hz) durant 1 hora i posteriorment es bloquegen totes les isoformes de la
familia de la PKC amb la CaC (10 uM) es redueix 1’alliberacié evocada un 40% (P < 0.05, n =
5, minim 15 fibres per mascul). Aixi mateix, en un experiment control realitzat préviament en
el laboratori es va mostrar que I’estimulacio continua del nervi a 1 Hz no canvia I’amplada dels
EPPs (Besalduch i cols., 2010; Lanuza i cols., 2014). Aixi mateiX, com s’ha vist en ’apartat
4.1.1 dels Resultats la modulacié inespecifica dels receptors d’ADO no modifica el contingut
quantic.
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En el present estudi, realitzant experiments independents s’ha observat que si es
bloqueja la PKC amb la CaC (10 pM) amb estimulaci6 eléctrica continua a 1 Hz en preséncia
del 8-SPT (100 uM) o bé de ’ADO (25 uM) no s’observen canvis en el contingut quantic (%
de variacié: 0.71 £ 10.94 i 9.05 + 7.68 respectivament; figura R.28, columnes 4 i 5). En resum,
la prévia modulacié inespecifica dels receptors d’ADO i la segona incubacié amb la CaC (10
HM) amb P’estimulacid eléctrica constant d’1 Hz evita completament 1’efecte inhibitori de la

CaC, desacoblant a la PKC de la neurotransmissié evocada.

8.3.2.2 Modulacio inespecifica dels receptors d’adenosina i la inhibicio de la PKC en
preséncia d’altes concentracions de calci extern en la neurotransmissio evocada

En D’apartat anterior, s’ha vist que la CaC amb un estimul eléctric constant en
presencia dels moduladors purinérgics inespecifics no pot inhibir ’alliberacié evocada. Per
confirmar aquests resultats s’han repetit els mateixos experiments perd en preséncia d’altes
concentracions de Ca*? extern. En estudis anteriors realitzats al nostre laboratori, es va veure
que la CaC (10 pM) en preséncia d’altes concentracions externes de Ca*? (5 mM) produeix una
disminucié de I’alliberacié evocada (% de reduccié: 35.07 £1.70, P < 0.05, n = 5, minim 15
fibres per muscul; Santafé i cols., 2005). En aquest cas, el pretractament amb el bloguejador
inespecific 8-SPT (100 uM) o bé I’estimulacié inespecifica amb I’ADO (25 pM), i la segona
incubaci6 amb la CaC (10 pM) a altes concentracions de Ca*? (5 mM), en ambdues situacions,
no s’indueix canvis en el contingut quantic (% de variacio: 3.47 + 3.94 i 0.05 + 2.14
respectivament; figura R.28, columnes 7 i 8). Aquests resultats coincideixen amb els resultats

de ’apartat anterior.

Els resultats obtinguts en aquest apartat mostren que quan els receptors d’ADO son
plenament inhibits en presencia del 8-SPT, estimulats amb 1’ADO o bé hi ha desequilibri en el
funcionament normal dels receptors A; 0 A,n (amb I’addicié exogena dels moduladors
purinérgics selectius), 1’efecte potenciador del PMA i I’inhibidor de la CaC (sota un estimul
electric continu del nervi fréenic a 1 Hz o bé incrementant la soluci6 fisiologica amb altes
concentracions de Ca*?) es evitat, desacoblant la PKC de la neurotransmissié evocada. Com a
resultat d’aquestes observacions, es pot concloure que possiblement els receptors d’ADO (A i
A,x) modulen I’activitat de la proteina de la PKC i que probablement 1’acoblament de la PKC a
la neurotransmissio necessita un equilibri normal dels receptors d’ADO. Per tant, sembla clara

la dependéncia de 1a PKC i els receptors d’ADO en la neurotransmissié evocada.
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Figura R.28. Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibicié de la PKC en la neurotransmissié evocada. Les
primeres barres de I’histograma (a ’esquerra; columnes blanques) es mostra 1’efecte independent dels moduladors
purinérgics inespecifics. En estudis previs en el laboratori es va analitzar ’efecte del paninhibidor de la PKC, la CaC, i
en condicions basals no pot inhibir I’alliberacié evocada (Santafé i cols., 2006). No obstant, amb I’estimulacio6 eléctrica
continua (a 1 Hz) o la preséncia de Ca*? extracel-lular (5 mM) s’ha observat que la PKC s’acobla a 1’alliberacié
evocada i pot ser inhibida per la CaC (columnes grises llises). A continuacio, es representa I’efecte de la CaC en
presencia dels moduladors purinérgics. L’ordre d’incubacio dels moduladors es mostra en cada columna corresponent,
assenyalat amb el nimero 1 i 2 (1: preincubaci6; 2: incubacid). La grafica mostra que el previ bloqueig (8-SPT) o
Pestimulacio (ADO) dels receptors d’ADO amb un tren d’estimulacié continu a 1 Hz (box 1) o bé en condicions
d’altes concentracions de Ca*? (box 2) s’evita completament I’efecte inhibitori de la CaC en I’alliberacié evocada. Per a
cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P >

0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada).

8.4 Relacio _entre els receptors d’adenosina i els canals de calci dependents de voltatge

(VDCCs) en la neurotransmissié evocada

La transmissié neuromuscular depén fortament de 'influx del Ca* a través dels
canals de calci dependents de voltatge (VDCCs, Katz i Miledi, 1970), especialment del canal
P/Q (Uchitel i cols., 1992; Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i cols., 1995; Hong i Chang, 1995).
En articles publicats en el grup, es va trobar una relaci6 funcional entre els mMAChRs, la PKA i
la PKC amb I’entrada de Ca*? a través dels VDCCs del tipus P/Q (Santafé i cols., 2003, 2006;
veure amb més detall 1’apartat 3 de la Introducci®). Degut a aquest antecedents, en el present
estudi s’ha proposat estudiar la possible relacié funcional entre els VDCCs del tipus P/Q i els

receptors d’ADO.
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8.4.1 Efecte de I’adenosina exdogena amb la inhibicié dels VDCCs tipus P/Q en la
neurotransmissio evocada

Amb la intenci6 d’estudiar la relaci6 funcional dels receptors d’ADO i els VDCCs, en
estudis previs en el grup es va observar que el bloqueig dels canals P/Q amb I’w-Agatoxina
IVA (0-Aga IVA, 100 nM), redueix significativament el contingut quantic (% de disminucié:
75 £ 15.4, P < 0.05, n = 5 masculs, minim de 15 fibres per muscul) degut a una disminucié de
’entrada de Ca* (Santafé i cols., 2003). Aixi mateix, en experiments anteriors s’ha demostrat
que I’estimulacioé inespecifica de tots els receptors d’ADO no proporciona una modificacié en
I’alliberacié evocada d’acetilcolina (veure I’apartat 4.1.1 dels Resultats).

S’ha decidit estudiar 1’efecte del bloqueig dels canals P/Q amb I’antagonista w-Aga
IVA (100 nM) en preséncia de I’estimulador inespecific ADO (25 puM). En aquestes
condicions, ’m-Aga IVA disminueix 1’alliberacié evocada d’acetilcolina (% de disminucio
75.51 + 16.4, figura R.29, columna 3) tenint un efecte similar al que fa la propia o-Aga IVA
en condicions basals. A continuacid, s’ha realitzat 1’experiment a la inversa i s’observa que
I’ADO (25 puM), tenint préviament els canals P/Q bloquejats amb I’w-Aga IVA, indueix una
potenciacié de la neurotransmissio (% d’increment: 103.50 + 11.2, figura R.29, columna 4).
En resum, possiblement existeix una dependéncia entre els receptors d’ADO amb els VDCCs
de tipus P/Q, ja que disminuint I’entrada de Ca*® amb el bloqueig dels canals P/Q, ’ADO pot

augmentar 1’alliberacidé evocada.

8.4.2 Efecte de I’adenosina exogena en preséncia d’altes concentracions de magnesi en la
neurotransmissio evocada

En P’apartat anterior descrit, s’ha evidenciat que el bloqueig dels canals P/Q amb 1’-
Aga IVA podien beneficiar als receptors d’ADO de tal forma que ’ADO exdgena podia
potenciar la neurotransmissié evocada. Podria ser, que al no entrar Ca*? pel canals P/Q aixo
provoqués aquesta situacid. Per evidenciar aquest fet, s’han fet experiments utilitzant altes
concentracions Mg*? exogen. En estudis previs en el laboratori es va veure que incrementant la
concentracié de Mg * en la solucié fisiologica (a 5 mM), és a dir, en condicions de baixa
entrada de Ca*?, es va observar una reducci6 alliberacié d’acetilcolina (Santafé i cols., 2007),
donat que el Mg*? en el terminal nerviés bloqueja I’alliberacié evocada d’acetilcolina, per un
bloqueig del lloc d’entrada del Ca*® de manera competitiva (Jenkinson, 1957; Kharasch i cols.,
1981). Experimentalment, en les nostres condicions s’ha realitzat dues tandes d’experiments

paral-lels on s’ha incubat la preparacié amb 1’ADO (25 pM) en preséncia d’un medi de Mg*? a
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dues concentracions diferents (0.5 i 1 mM). En aquestes dues condicions, no s’observen canvis
en el contingut quantic (% de variaci6 Mg* (0.5 mM): 2.66 + 11.94; Mg*? (1 mM): 2.31 +
10.95, figura R.29, columnes 5 i 6, respectivament). Per tant, en una situacié de baixa entrada
de Ca™ I’ADO exdgena conjuntament amb 1’enddgena és suficient per evitar aquesta inhibicio

provocada pel Mg*.

En resum, es pot concloure que hi ha una relacié dels receptors d’ADO amb els
VDCCs tipus P/Q, donat que si es bloqueja préviament la entrada de Ca*? a través dels canals
P/Q amb I’w-Aga IVA, I’ADO exdgena potencia 1’alliberacié evocada fet que no s’observa en
la situacié inversa. A més, en condicions de baixa entrada de Ca*? (altes concentracions de
Mg*? en la solucié fisioldgica), I’ADO exogena conjuntament amb enddgena evita 1’efecte

inhibitori provocat pel Mg*?.

=

Quanial conte ni
(% of control values)
o
L]
|
[
o

o-Aga ADO & 1: Mg™ 1:Mg?
100ah 25 M G{?‘f 'hé:‘ 05mM  1mM

Figura R.29. Efecte de I’adenosina exogena amb la inhibicio dels canals de calci dependents de voltatge
(VDCCs) i en condicions de baixa entrada de calci en la neurotransmissié evocada. Les primeres barres de
I’histograma (a 1’esquerra; columnes blanques) es mostra I’efecte independent en condicions basals de I’inhibidor del
canal P/Q ’o-Agatoxina IVA (w-Aga IVA) i de ’ADO. A continuacio, es mostra I’efecte de I’ADO amb la inhibicio
dels canals P/Q (columnes grises) i I’efecte de I’ADO en preséncia del Mg*? (0.5 i 1 mM; condicions de baix Ca*?;
columnes grises fluix). L’ordre d’incubaci6 dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb
el nimero 1 i 2 (1: preincubaci6; 2: incubacid). En estudis previs es va observar que la inhibici6 del canal P/Q amb
I’w-Aga IVA causa una disminucio6 significativa del contingut quantic del 75% aproximadament. El grafic mostra que
el pretractament amb I’ADO i la posterior incubacié amb I’o-Aga IVA disminueix 1’alliberacié evocada. Perod pel
contrari, el bloqueig previ dels canals P/Q i la segona incubacié amb I’ADO indueix una potenciaci6 de ’alliberacid
evocada. Per un altre banda, I’increment de Mg*? en la soluci6 fisiologica (baixa entrada de Ca*?) en condicions basals
produeix una disminuci6 de I’alliberacio evocada (resultats no il-lustrats). No obstant, I’ADO exodgena en preséncia de
Mg*? evita aquesta disminuci6 de I’alliberaci6 produint una no variacié del contingut quantic. Per a cada columna: n =
5 experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P > 0.05, respecte als
valors inicials (linia puntejada).
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9. RELACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE
SENYALITZACIO EN LA NEUROTRANSMISSIO ESPONTANIA

Una vegada estudiat 1’efecte dels receptors d’ADO en diferents vies de senyalitzacio
en la neurotransmissié evocada a continuacio, s’ha estudiat la relacié funcional dels receptors
d’ADO en la neurotransmissié espontania en aquestes vies de senyalitzacié. Recordem, que per
poder estimar el contingut quantic pel meétode directe, s’han registrat simultaniament i
intracel-lularment els EPPs i els espontanis (mEPPS). Pel registre dels mEPPs s’introdueix
I’eléctrode de registre en la fibra muscular i es registre durant un minut o bé fins 1’adquisicid
de 100 episodis/esdeveniments a partir del primer mEPP que surt de forma espontania dins dels
deu primers segons per a cada fibra avaluada i on no es necessita bloguejar la contraccio
muscular, ni 1’activacié del potencial d’accid. S’ha descartat ’efecte postsinaptic donat que en
cap dels experiments realitzats no s’ha observat modificaci6 en 1’amplada dels mEPPs al afegir
la substancia o compost quimic (veure variacid d’amplades dels mEPPs de les substancies
purinergiques en les figures R.14-15 de I’apartat 5 de Resultats). Com en el cas anterior,
aquest tipus d’experiments requercixen dobles incubacions, per estudiar com I’alliberacid
espontania es modulada pels canvis en I’activitat dels receptors d’ADO i d’aquestes molécules

(veure procediment detallat a I’apartat 10.8 de Materials i Metodes).

9.1 Relacié entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en 1’alliberacio

espontania

En el present estudi, s’ha estudiat la participacié dels receptors d’ADO amb els
mAChRs en la neurotransmissié espontania. En els estudis anteriors realitzats, s’ha evidenciat
que els receptors d’ADO es troben implicats en 1’alliberacio espontania, donat que el bloqueig
dels receptors d’ADO amb I’antagonista 8-SPT i I’estimulaci6 amb 1’ADO augmenta i
disminueix la freqiiencia dels mEPPs, respectivament. No obstant, sembla ser que el receptor
A; Unicament té el paper conservador de la funcid sinaptica limitant 1’alliberaci6 espontania, ja
que el bloqueig d’aquest receptor amb 1’antagonista DPCPX augmenta la frequeéncia dels
mEPPs, mentre que la resta de moduladors purinérgics no afecten a I’alliberacié espontania
(veure apartat 5.1.1 de Resultats). En estudis previs realitzats en el nostre laboratori, es va
observar que la modulaci6 no selectiva dels mAChRs (amb I’AT o I’OX0O-M) o el desequilibri
en la funcié normal dels receptors M1 o M2 disminueix la freqliéncia dels mEPPs, tenint un

paper conservador en la neurotransmissié espontania (Tomas i cols., 2014).
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9.1.1 Efecte en la neurotransmissio espontania quan es modulen els receptors d’adenosina
juntament amb la inhibici6 dels receptors muscarinics

Per avaluar la relacié funcional entre els receptors d’ADO i els mAChRs, s’ha
realitzat diferents experiments preincubant amb els moduladors purinérgics i a continuacio,
s’ha fet una segona incubacié bloquejant inespecificament els mAChRs amb I’AT. En estudis
previs en el nostre grup, es va observar que ’AT (2 uM) disminueix la freqiiéncia dels mEPPs
(% de disminucié: 71.51 + 1.25, P < 0.05, n = 5 masculs, minim de 15 fibres per muscul;
Tomas i cols., 2014). Primer, en el present estudi s’ha analitzat I’efecte de I’AT (2 uM) en
preséncia del 8-SPT (100 uM) i a continuacid, s’ha realitzat el mateix experiment pero en la
situaci6 inversa. En aquestes dues condicions no s’observen canvis en I’alliberacio espontania
(% de variacié: 3.90 + 10.90 i 35.55 + 18.96, respectivament; figura R.30, columnes 5 i 8).
Aixi mateix, s’ha estudiat la situacid contraria, pretractant la preparacié amb I’ADO (25 uM) i
realitzant una segona incubacié amb I’AT. En aquest cas, també s’ha avaluat la situaci6 a la
inversa. | en les dues condicions no s’han observat canvis en la freqiiéncia dels mEPPs (% de
variacio: 14.56 + 4.15 i 26.64 + 5.87, respectivament; figura R.30, columnes 6 i 9). Aquests
resultats preliminars mostren que possiblement hi ha una relacié funcional entre els receptors
d’ADO i els mAChRs, perqué el bloqueig (8-SPT) o I’estimulacié (ADO) prévia dels receptors
d’ADO evita I’efecte inhibitori de I’AT en I’alliberacié espontania. Aixi mateix, la preséncia
de AT evita ’efecte excitatori del 8-SPT i I’accié inhibitoria de ’ADO a concentracions

micromolars. Per confirmar aquesta relacio es faran experiments amb la CADO.

9.1.2 Efecte de la CADO quan es bloquegen tots els receptors muscarinics en la
neurotransmissié espontania

Donat que en els experiments anteriors, s’ha vist que I’AT en preséncia de 1’ADO,
com en la situacié inversa, no produeix efecte en 1’alliberacidé espontania. A més, en estudis
previs exposats s’ha observat que la CADO en preséncia de I’AT com a la situacio6 inversa, no
afecta a ’alliberacié evocada confirmant una relacié entre els receptors d’ADO i els mAChRs
en la neurotransmissié evocada (veure apartat 8.1.1.2 de Resultats). Tot i que, s’ha observat
que la CADO (10 uM) no modifica 1’alliberacié espontania (veure apartat 5.3 de Resultats), a
I’estimar el contingut quantic i registrar de forma simultania els EPPs i els mEPPs s’ha avaluat
si I’analeg de ’ADO, la CADO (10 uM), que s’uneix de forma irreversible al receptor d’ADO,
pot tenir algun efecte en l’alliberaciéo espontania. Per realitzar aquest analisi, primer s’ha

avaluat I’efecte de I’AT (2 uM) en presencia de la CADO (10 uM). Posteriorment, s’ha
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realitzat I’experiment a la inversa per avaluar si I’efecte és reciproc com en els experiments
anteriors, i en els dos casos la freqiiencia dels mEPPs no es veu afectada (% de variacio: 9.55 £
8.27 i 4.41 + 6.36, respectivament; figura R.30, columnes 7 i 10). Aquests resultats es poden
interpretar com que possiblement hi ha una dependéncia entre els receptors d’ADO 1 els
mMAChRs perd en aquest cas de forma unidireccional, perqué la preincubacié de la CADO evita
I’efecte inhibitori de I’AT. En canvi a la inversa, I’efecte de I’AT no afecta 1’accid de la CADO
(10 uM) al no modificar la freqiiéncia dels mEPPs, ja que en aquesta situacié s’observa un
comportament similar en 1’alliberacié espontania a I’efecte independent que té aquesta

substancia (veure apartat 5.3 de Resultats).

9.1.3 Efecte en la neurotransmissié espontania quan es modulen els receptors d’adenosina
i es bloguegen Gnicament els receptors muscarinics tipus M1

Continuant aprofundint en els resultats obtinguts anteriorment, s’ha estudiat la
implicacié de cada subtipus de receptor d’ADO (A; i Aya) | MAChRs (M1 i M2) per separat.
Per dur a terme aquest estudi s’ha realitzat una série d’experiments. Primer s’ha modulat els
receptors d’ADO de forma inespecifica o selectiva i després s’ha fet una segona incubacié amb
I’inhibidor del receptor tipus M1 amb la PIR. En estudis preliminars realitzats al nostre
laboratori, es va veure que la PIR (10 uM) disminueix la freqliéncia dels mEPPs (% de
disminuci6: 36.52 £ 0.56, P < 0.05, n = 5, minim 15 fibres per miscul; Tomas i cols., 2014).
Els experiments que s’han realitzat en el present estudi mostren que la PIR (10 uM) en
presencia de I’antagonista 8-SPT (100 uM) o bé de ’ADO (25 uM) no indueix canvis en la
frequencia del mEPPs (% de variacid: 6.91 + 14.90 i 7.46 + 4.15, respectivament; figura
R.31A, columnes 6 i 7). Per consequent, si es blogueja especificament el receptor A; amb
I’antagonista DPCPX (100 nM) o el receptor A,p amb I’antagonista SCH-58261 (50 nM), la
PIR (10 uM) no pot modificar I’alliberacio espontania (% de variacié 5.15 £ 3.55 i 11.49
+4.70, respectivament; figura R.31A, columnes 8 i 9). Possiblement, aquests resultats indiquen
que hi ha una possible relacio entre els receptors M1 i els receptors d’ADO en la
neurotransmissioé espontania, perqué la modulacié prévia dels receptors d’ADO evita ’efecte

inhibitori de la PIR.
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Figura R.30. Efecte en la neurotransmissié espontania quan es modulen els receptors d’adenosina juntament
amb la inhibici6 dels receptors muscarinics. A les primeres barres de I’histograma (a I’esquerra; columnes blanques)
es mostra I’efecte independent de les substancies muscariniques i purinérgiques en I’alliberacié espontania. A
continuacid, es mostra 1’efecte de la modulacié inespecifica dels receptors d’ADO juntament amb el bloqueig
inespecific dels mAChRs amb I’atropina (AT) (columnes grises). L’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra en
cada columna corresponent, assenyalat amb el namero 1 i 2 (1: preincubacid; 2: incubacid). La grafica indica que I’AT
no pot canviar Ialliberacié espontania d’acetilcolina quan préviament els receptors d’ADO sén inhibits (8-SPT) 0
estimulats (ADO). En experiments reciprocs, la preincubacio6 de I’ AT evita ’acci6 de potenciacio efectuada pel 8-SPT
o la disminuci6 de Ialliberaci6 induida per ’ADO. Ni I’AT ni la CADO tenen efecte en la freqiiéncia dels mEPPs
després de la preincubacio de I’altre component. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per
muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada). A la box
de dalt, es presenta uns exemples de registres de mEPPs de ’acci6 de I’AT en I’alliberaci6 espontania (esquerra) i la
falta d’efecte de I’AT en preséncia del 8-SPT. Barra d’escala horitzontal: 25 ms (esquerra) i 50 ms (dreta),
respectivament, i vertical: 1 mV per ambdds casos.

9.1.4 Efecte en la neurotransmissio espontania quan es modulen els receptors d’adenosina
i es bloguegen Gnicament els receptors muscarinics tipus M2

Una vegada, coneguda la possible relacié entre els receptors d’ADO 1 els receptors
tipus M1, s’han realitzat un altre série d’experiments en paral-lel similars als anteriors per
avaluar la relacié dels receptors d’ADO amb el receptor M2. En experiments previs en el
nostre laboratori es va observar que I’inhibidor del subtipus M2, la MET (1 uM) disminueix
I’alliberacié espontania (% de disminucio: 42.9 + 13.31, P < 0.05, n = 5, minim 15 fibres per
muscul; Tomas i cols., 2014). Per analitzar aquesta relacid, com en I’apartat anterior s’ha
preincubat la preparacié amb el 8-SPT (100 uM) o bé amb I’ADO (25 uM) i posteriorment,
s’ha fet una segona incubacié amb la MET (1 uM). En cap dels dos casos no s’ha observat una
modificacié en la frequéncia dels mEPPs (% de variacio 14.32 + 20.32 i 13.69 + 0.90,
respectivament; figura R.31B, columnes 6 i 7). Seguidament, s’ha estudiat en experiments
independents 1’efecte de la MET (1 uM) en preséncia dels bloquejadors selectius dels receptors

Ay i Aya per avaluar la seva possible implicaci6é. Experimentalment, la MET (1 uM) tampoc
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indueix canvis en la freqiiencia dels mEPPs en preséncia dels antagonistes DPCPX (100 nM) o
SCH-58161 (50 nM) (% de variaci6: 8.71 + 3.55 i 29.54 + 15.54, respectivament; figura
R.31B, columnes 8 i 9). Com en el cas del receptor M1, la modulaci6 prévia dels receptors
d’ADO evita I’efecte inhibitori de la MET, suggerint que hi ha una possible relacio entre els

receptors d’ADO i el receptor tipus M2.
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Figura R.31. Efecte de la modulacié dels receptors d’adenosina juntament amb el bloqueig dels receptors
muscarinics tipus M1 i M2 en la neurotransmissi6 espontania. A les primeres barres de I’histograma (a ’esquerra;
columnes blanques) es mostra I’efecte independent de la pirenzepina (PIR, inhibidor del receptor M 1), la metoctramina
(MET, inhibidor del receptor M2) i dels moduladors purinérgics en ’alliberacié espontania. A continuacio, es mostra
I’efecte de la PIR (A) i de la MET (B) en preséncia dels moduladors dels receptors d’ADO (columnes grises). L’ordre
d’incubacié dels moduladors es mostra en cada columna corresponent, assenyalat amb el nimero 1 i 2 (1:
preincubaci6; 2: incubacié). La grafica indica que la PIR i la MET no poden modificar la fregiiéncia dels mEPPs en
preséncia dels moduladors inespecifics (8-SPT i ADO) i dels inhibidors especifics dels receptors A; i A;a (DPCPX i
SCH-58261, respectivament). Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per muscul. Els valors
s’expressen com mitjana = SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada).
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Els resultats exposats en aquest apartat mostren que si els receptors d’ADO (A i Azp)
es troben acoblats a la neurotransmissié espontania necessiten el funcionament normal dels
mAChRs (M1 i M2) i viceversa. Donat que el pretractament amb I’ AT evita 1’efecte excitatori i
inhibitori dels moduladors purinérgics (8-SPT i ADO, respectivament). Aixi mateix, la
presencia dels moduladors purinérgics inespecifics i dels bloquejadors selectius dels receptors
A; i Aya eviten ’efecte inhibitori de I’AT, PIR i MET. Per tant, es confirma que hi ha una
absoluta interdependéncia dels receptors d’ADO (A; i Azp) i els MAChRs (M1 i M2) per
modular la neurotransmissié espontania en condicions basals. Per un altre banda, 1’estimulacié
prolongada dels receptors d’ADO (CADO) fa que aquesta relacié sigui unidireccional, donat
que la CADO en preséncia de I’AT no es produeix modificacions en la freqiiéncia dels mEPPS,

on la CADO té el mateix comportament en ’alliberacié espontania que en situacions basals.

9.2 Relacio entre els receptors d’adenosina i la proteina quinasa A (PKA) en la

neurotransmissio espontania

En I’apartat 8.2 de Resultats s’ha evidenciat una relacio funcional entre els receptors
d’ADO i I’activitat de la PKA en la neurotransmissioé evocada. Per tant, en aquest apartat de la
tesi s’ha decidit analitzar aquesta relacid en la neurotransmissié espontania modulant I’activitat
de la PKA en preséncia dels moduladors purinérgics. En estudis previs publicats en el nostre
grup, es va veure la inactivacié de la proteina PKA amb I’H-89 (5 pM) no modifica la
frequeéncia dels mEPPs, mentre que la seva activacié amb 1I’Sp-8-BrcAMP (10 uM) augmenta
I’alliberacid espontania (% de variacio: 17.97 + 6.26 i 150-200 + 3.36, respectivament, P <
0.05, n = 5, minim 15 fibres per muscul; Santafé i cols., 2006). En experiments anteriors, s’ha
evidenciat la participacio dels receptors d’ADO en ’alliberacid espontania, ja que la modulaci6
d’aquest receptors (8-SPT i ADO) augmenta i disminueix la freqliéncia del mEPPs (veure
I’apartat 5.1.1 de Resultats).

9.2.1 Efecte de la inhibicié inespecifica dels receptors d’adenosina i la modulacié de
P’activitat de la PKA en la neurotransmissio espontania

Amb el proposit d’aprofundir en I’estudi de la relacio funcional dels receptors d’ADO
amb D’activitat de la PKA, s’han bloquejat préviament tots els receptors d’ADO amb el 8-SPT
(100 uM) i després s’ha inhibit la PKA amb 1’H-89 (5 pM) i no s’ha observat modificacio en
P’alliberacié espontania (% de variacio: 26.90 + 17.82, figura R.32, columna 5). En canvi, si
s’estimula la PKA amb 1’activador Sp-8-BrcAMP (10 uM) en presencia del 8-SPT (100 pM)
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s’observa una potenciacié de I’alliberacié (% d’increment: 152.74 + 34.28, figura R.32,
columna 6). Per tant, ’'H-89 i I’Sp-8-BrcAMP té un efecte similar en la neurotransmissio
espontania en preséncia 0 en abséncia del 8-SPT. El segiient pas, sera estudiar ’efecte de

I’ADO exogena en la modulacié de ’activitat de la PKA.

9.2.2 Efecte de I’adenosina exogena i la modulacié Dactivitat de la PKA en la

neurotransmissié espontania

Seguint la mateixa linia d’estudi s’ha avaluat la situacié contraria, 1’efecte de la
modulaci6 de I’activitat PKA en preséncia de I’ADO. En aquest cas, si es bloqueja la PKA amb
I’H-89 (5 uM) en preséncia de ’ADO (25 uM) no s’observa canvis significatius en la
frequeéncia dels mEPPs (% de variaci6 23.48 + 6.56, figura R.32, columna 7). Pel contrari, si
s’estimula la PKA amb I’activador Sp-8-BrcAMP (10 puM) s’observa una potenciacido de
I’alliberacié d’acetilcolina (% d’increment: 73.96 + 22.17, figura R.32, columna 8). Com en el
cas anterior, ’efecte dels moduladors de ’activitat de la PKA no es veuen afectats en preséncia
de ’ADO.

En aquest apartat es podria concloure que, els receptors d’ADO no tenen relacié
amb la PKA en [D’alliberacido espontania. Perqué 1’estat dels receptors d’ADO no afecta a

I’acoblament de la PKA en la neurotransmissio espontania.
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Figura R.32. Relacié dels receptors d’adenosina amb la modulaci6 de Dactivitat de la PKA en la
neurotransmissié espontania. A les primeres barres de I’histograma (a 1’esquerra; columnes blanques) es mostra
I’efecte independent dels moduladors de I’activitat de la PKA i dels purinérgics en I’alliberacié espontania. A
continuacio, es mostra I’efecte de la modulacié de ’activitat de la PKA en preséncia dels moduladors dels receptors
d’ADO (columnes grises). L’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra en cada columna corresponent (a sota),
assenyalat amb el niimero 112 (1: preincubacio; 2: incubacid). La grafica indica que 1’accié de I’'H-89 (que no indueix
una variacio en la freqiiencia dels mEPPs) i de I’'Sp-8-Br-cAMP (dona un augment d’alliberacié espontania del 150-
200%, aproximadament) s’observa el mateix comportament quan sén aplicades de forma independent que amb la
incubacié prévia dels moduladors purinérgics. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per
muscul. Els valors s’expressen com mitjana + SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada).
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9.3 Relacié entre els receptors d’adenosina i la proteina quinasa C (PKC) en la

neurotransmissio espontania

9.3.1 Efecte dels receptors d’adenosina amb D’estimulacié de la PKC en la
neurotransmissié espontania

Un altre dels proposits d’aquest treball, ha sigut estudiar la relacié funcional dels
receptors d’ADO i la PKC en la neurotransmissié6 espontania. En la primera tanda
d’experiments realitzats per aquest estudi, s’ha avaluat 1’efecte de la modulacioé purinérgica
amb I’estimulacié de la PKC. Es coneix mitjangat experiments realitzats anteriorment en el
laboratori, que I’activacié de la PKC amb el PMA causa un augment en la freqiiéncia dels
mEPPs (% d’increment 200 + 15.00, P < 0.05, n = 5 masculs, minim de 15 fibres per mascul;
Santafé i cols., 2005). Com s’ha vist préviament en els experiments de [’apartat 5.1 de
Resultats, el 8-SPT i I’ADO causen un augment i una disminucié de I’alliberacio,
respectivament. Sembla ser que el causant de la potenciacié donada pel 8-SPT sigui el receptor
A; perqué la incubacié amb 1’antagonista DPCPX (100 nM) també causa un augment de la
freqiiéncia, mentre que la resta moduladors selectius no tenen efecte en I’alliberacio

espontania.

9.3.1.1 Modulacio inespecifica dels receptors d’adenosina i Uestimulacié de la PKC en la
neurotransmissié espontania

Amb la intencié d’estudiar I’efecte dels receptors d’ADO amb I’estimulacié de
I’activitat de la PKC, s’han bloquejat tots els receptors d’ADO amb 1’antagonista 8-SPT (100
pM), i a continuacid, s’ha activat la PKC amb el PMA (20 nM). En aquestes condicions s’ha
observat un augment en 1’alliberacio espontania (% d’increment: 91.42 + 9.68, figura R.33A,
columna 4), una potenciacio inferior que la que causa el PMA per0 superior a la que causa el 8-
SPT. Possiblement, aquest resultat pot suggerir, que el receptor A; modula la unitat
moduladora de la proteina PKC augmentant aquesta alliberacié espontania. En un altre
experiment paral-lel, s’ha avaluat ’efecte del PMA (20 nM) en preséncia de ’ADO (25 uM).
En aquest cas, s’observa que el PMA causa una potenciaciéo de 1’alliberacidé espontania (%
d’increment: 110.46 + 18.54, figura R.33A, columna 5), perd una menor potenciacié que
I’observada pel PMA sol. Possiblement, I’ADO exdgena activa al receptor A;, obtenint una
situacio inhibitoria que modulara 1’activitat de PKC augmentant I’alliberacio de 1’acetilcolina.
Resumint, aquests resultats preliminars mostren que la preséncia dels moduladors purinérgics

inespecifics fa que el PMA augmenti I’alliberacié espontania perd de manera inferior que
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Pacci6 independent del PMA, suggerint una possible implicacié del receptor A; en la
modulaci6 de I’activitat de la PKC. Per confirmar aquesta afirmacié s’ha estudiat la implicacio

dels receptors A; i Aya en I’efecte de ’estimulacié de la PKC.

9.3.1.2 Modulacié del receptor A; i Pestimulacié de la PKC en la neurotransmissio
espontania

En aquest apartat s’ha activat la proteina PKC amb el PMA (20 nM) en preséncia de
I’antagonista del receptor A;, DPCPX (100 nM), i s’ha observat una potenciacié de
I’alliberacié espontania (% d’increment: 78.12 + 22.15, figura R.33B, columna 6) perd menys
que I’efecte causat pel PMA sol. Per un altre banda, en un altre experiment per separat s’ha
estimulat la PKC en preséncia de 1’agonista del receptor A, CCPA (1 uM), i s’observa que el
PMA produeix un augment de la freqiiéncia (% d’increment: 350.52 + 8.22, figura R.33B,
columna 7) superior a I’accié independent del PMA. Aquests resultats suggereixen que
possiblement pot haver una relacié entre els receptor A; i la PKC, perque el PMA no té un
efecte tan potenciador quan el receptor A; es troba previament bloquejat pero en canvi, el seu
efecte potenciador es veu augmentat quan préviament s’estimula el receptor A;. Per confirmar
aquesta afirmacié en el segiient apartat s’estudiara la implicacido del receptor Apn en

I’estimulacié de la PKC.

9.3.1.3 Modulaci6é del receptor A,s i estimulacié de la PKC en la neurotransmissio
espontania

Una vegada que s’ha vist que possiblement hi ha una relaci6 entre el receptor A; i la
PKC, s’ha analitzat 1’efecte del PMA (20 nM) en preséncia de I’antagonista SCH-58261 (50
nM) i en aquest cas el PMA no afecta a la freqiiencia del mEPPs (% de variacio: 18.79 + 3.40,
figura R.33B, columna 8). Pel contrari, el PMA (20 nM) en preséncia de 1’agonista CGS-
21680 (1 uM) causa una potenciacio en I’alliberacié espontania (% d’increment: 109.44 +
14.72, figura R.33B, columna 9) perd menor que I’efecte potenciador del PMA sol. Es a dir, el
PMA no pot potenciar 1’alliberacié quan es troba al receptor A, préviament bloquejat i no té

un efecte tan potenciador quan s’estimula el receptor Aja.

Resumint aquest apartat, pot haver una relacié entre els receptors d’ADO i I’activacio
de la PKC, perqué la preséncia dels moduladors inespecifics, del bloquejador del receptor A; o

bé I’estimulador del receptor A,n fan que el PMA no tingui un efecte tan potenciador. En
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canvi, el PMA té un efecte fortament potenciador en preséncia de I’agonista del receptor Ay,

pero no es produeix la potenciacié amb la preincubacié de 1’antagonista del receptor Aja.
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Figura R.33. Modulacié dels receptors d’adenosina amb I’estimulacié de la PKC en la neurotransmissié
espontania. A les primeres barres de I’histograma (a I’esquerra; columnes blanques) es mostra I’efecte independent del
PMA i dels moduladors purinérgics dels receptors A; i Asa en I’alliberacié espontania. A continuacid, es mostra
I’efecte de I’activacio de la PKC amb el PMA en preséncia dels moduladors no selectius (A) i selectius (B) dels
receptors d’ADO (columnes grises). L’ordre d’incubaci6 dels moduladors es mostra en cada columna corresponent,
assenyalat amb el niimero 1 i 2 (1: preincubacio; 2: incubacid). EI PMA augmenta [’alliberacié espontania
aproximadament un 200%. La grafica mostra que el PMA indueix una potenciacié d’alliberacio, perd menor que
I’accio independent del PMA, si préviament és modulat inespecificament, si es bloqueja el receptor A; 0 bé si
s’estimula el receptor A,a. En concret, si el receptor A; és préviament estimulat especificament, el PMA augmenta
considerablement 1’alliberacio. Pero pel contrari, una inhibicié prévia del receptor Aoa amb I’SCH-58261 evita 1’accio
potenciadora del PMA en la freqiiéncia dels mEPPs. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres
per muscul. Els valors s’expressen com mitjana = SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada).
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9.3.2 Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibicié de la PKC en la neurotransmissio
espontania

Després de veure la possible relacio dels receptors d’ADO amb I’activacio de la PKC
s’estudiara la situaci6 contraria: 1’efecte de la modulacié receptors d’ADO amb la inhibicié de
I’activitat de la PKC. Per dur a terme aquests experiments, els receptors d’ADO s’han inhibit o
estimulat i posteriorment, s’ha realitzat una segona incubacié bloquejant 1’activitat de la PKC
amb la CaC (10 uM). Com s’ha mencionat anteriorment, per a que la PKC es pugui acoblar a la
neurotransmissid evocada i pugui ser inhibida per la CaC i al fer I’estimacié del contingut
quantic (registre simultani dels EPPs i dels mEPPs), els experiments s’han de realitzat amb un
estimul constant (d’1Hz) o bé a un increment de Ca*? en la solucié fisioldgica (veure apartat
10.7 de Materials i Métodes i 8.3.2 de Resultats). En experiments previs en el laboratori, es va
veure que la CaC no modifica la freqiiéncia dels mEPPs (% de variaci6: 15.10 £ 2.62 (a1 Hz) i
14.91% 1.07 (en preséncia de Ca*?), respectivament; P < 0.05, n = 5 masculs, minim de 15
fibres per muscul; Santafé i cols., 2005). Com s’ha Vist en els apartats previs, el bloqueig de
tots els receptors d’ADO produeix un augment en I’alliberacid espontania, mentre que
I’activacio inespecifica a concentracions micromolars t¢ un efecte inhibitori (veure apartat

5.1.1 de Resultats).

9.3.2.1 Modulacié inespecifica dels receptors d’adenosina i la inhibiciéo de la PKC en
preséncia d’un estimul continu (1 Hz) en la neurotransmissio espontania

En la primera tanda d’experiments, s’ha observat que la CaC (10 uM) en presencia del
8-SPT (100 uM) amb un estimul continu d’1 Hz augmenta lleugerament I’alliberacid
espontania (% de variacié: 30.53 * 4.68, figura R.34, columna 4). En canvi, en les mateixes
condicions experimentals (1 Hz), la CaC (10 uM) en preséncia de I’ADO (25 uM) no modifica
la freqliéncia dels mEPPs (% de variaci6: 12.72 £ 3.40, figura R.34, columna 5). Per tant, la
CaC (a 1 Hz) augmenta lleugerament I’alliberacié quan els receptors d’ADO estan préviament
inhibits, mentre que quan s’estimulen aquests receptors la CaC no té efecte en 1’alliberaciod
espontania. El segilient pas sera fer una replica d’aquests experiments perd en condicions d’alt

Ca'? extern.

9.3.2.2 Modulacio inespecifica dels receptors d’adenosina i la inhibicio de la PKC en
preséncia d’altes concentracions de calci extern en la neurotransmissio espontania
Atés que la PKC també es pot activar amb alt Ca*?, s’ha considerat estudiar I’efecte

del blogueig de la PKC amb la CaC (10 uM) en preséncia d’un antagonista inespecific el 8-
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SPT (100 pM) en preséncia d’altes concentracions de Ca*? (5 mM) extern. EI Ca™ a altes
concentracions (5 mM) després de 3 hores d’incubacié augmenta I’alliberacid espontania
d’acetilcolina per si sol (% de variacio: 41.07 = 4.72). Si es bloqueja I’activitat de la PKC amb
la CaC en preséncia de 8-SPT i alt Ca™ (5 mM), s’observa un augment de I’alliberacio
espontania d’acetilcolina (% d’increment: 76.77 + 20.14, figura R.34, columna 8). Aixi
mateix, s’ha estudiat la situacio contraria. La CaC (10 uM) en preséncia d’ADO (25 uM) i a
altes concentracions de Ca* (5 mM) produeix un augment de I’alliberacié espontania (%
d’increment: 110.92 + 18.50, figura R.34, columna 9). En aquest dos casos possiblement, a
diferéncia de la situacié d’1 Hz, potser que el Ca*® preactivi a la PKC i faci augmentar

I’alliberaci6 espontania.

Es por concloure que la CaC en presencia del 8-SPT augmenta lleugerament
I’alliberacié espontiania quan s’estimula a 1 Hz. En canvi en condicions d’alt Ca*?, la CaC
augmenta I’alliberacid espontania en preseéncia del 8-SPT o bé de I’ADO. Podria ser que
Iefecte de potenciacié que s’observa en condicions d’alt Ca*? en preséncia dels moduladors no
selectius dels receptors d’ADO, sigui donat per ’efecte prolongat del Ca*? present en la solucié
fisiologica. Donat que aquest 6 esta present en la preparacio des del pretractament (incubacié
d’l hora conjuntament amb els moduladors purinérgics, ja que son experiments de dobles
incubacions) i en experiments controls es va veure que el Ca** (5mM) a les 3 hores
augmentava la freqiiencia dels mEPPs. Possiblement, aquest augment de 1 alliberacio
espontania que s’observa en condicions d’alt Ca*?pot ser donat per una preactivacié de la PKC
amb el Ca™ residual de la solucié fisiologica. | a més aquests resultats poden suggerir que
aguest Ca™ (5 mM) que se li afegeix a la solucié fisiologica per tal d’acoblar a la PKC en la
neurotransmissio evocada i pugui ser inhibida per la CaC pot ser una concentracio superior a la
concentracié de Ca*™ que s’obté en condicions d’estimulacié continua a 1 Hz. Aixod fa que els
experiments en condicions d’alt Ca*? tinguin un efecte més fort en I’alliberacié espontania que
en condicions d’estimulacié a 1 Hz. Per un altre banda, la CaC en presencia de Ca™ i dels
moduladors purinérgics inespecifics té un efecte clarament potenciador. Possiblement, aquestes
concentracions de Ca* sén suficients per activar un mecanisme paral-lel dependent del Ca*
que quan els P1Rs sén bloquejats o estimulats amb I’ADO i ’activitat de la PKC es troba
inhibida, faci augmentar la freqiiéncia dels mEPPs. Mecanisme que en condicions d’1 Hz no es
déna perqué el Ca*™ que s’obté en aquestes condicions poden ser insuficients per transactivar
aquest mecanisme paral-lel. Per tant, es pot concloure que hi ha una relaci6 funcional entre els
receptors d’ADO i la PKC.
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Figura R.34. Efecte dels receptors d’adenosina amb la inhibicié de la PKC en la neurotransmissié espontania. A
les primeres barres de I’histograma (a 1’esquerra; columnes blanques), es mostra ’efecte independent dels moduladors
purinérgics no selectius en I’alliberaci6 espontania. A continuacié (columnes grises), es mostra I’efecte de paninhibidor
CaC en preséncia del 8-SPT o bé I’ADO, en dues condicions experimentals diferents: amb el manteniment de
Pactivitat de la NMJ amb un estimul eléctric constant a 1 Hz (box 1) i amb un increment de la concentraci6 de Ca* en
la solucié fisiologica (box 2). L’ordre d’incubacié dels moduladors es mostra en cada columna corresponent,
assenyalat amb el ndmero 1 i 2 (1: preincubacid; 2: incubacio). En la grafica, en la box 1 s’observa que la CaC en
presencia de 8-SPT augmenta lleugerament I’alliberacié espontania, mentre que no es modifica la freqiiéncia en
preséncia de I’ADO. En la box 2 es mostra com el Ca*? activant a la PKC pot augmentar I’alliberacié espontania a les 3
hores d’incubacié (columna ondulada), fet que podria influenciar en I’increment d’alliberacié espontania de la CaC en
preséncia dels moduladors no selectius dels receptors d’ADO, efecte que no s’observa tant fort en condicions d’1 Hz
quan es bloqueja préviament amb el 8-SPT. Per a cada columna: n =5 experiments i un minim de 15 fibres per mascul.
Els valors s’expressen com mitjana = SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada).

9.4 Relacio entre els receptors d’adenosina amb els canals de calci dependents de voltatge

(VDCCs) en la neurotransmissié espontania

L’activitat sinaptica depén del fluxe de Ca'? a través dels VDCCs (Katz i Miledi,
1970). En el present estudi, s’ha proposat estudiar I’efecte dels receptors d’ADO amb els
VDCCs. En experiments preliminars, el bloqueig dels canals P/Q amb 1’agent o-Aga IVA no
modifica la freqiiéncia (% de variacié: 2 + 0.16). En I’apartat 5.1.1 de Resultats es mostra que
I’estimulaciéo amb 1’ADO exogena a concentracions micromolars té un efecte inhibitori en la

frequencia dels mEPPs.
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9.4.1 Efecte de I’adenosina exdgena amb la inhibicié dels VDCCs tipus P/Q en la
neurotransmissié espontania

Degut als resultats obtinguts, s’ha estudiat si hi ha una dependéncia dels P1Rs amb
I’entrada del Ca*? a través dels canals P/Q. S’han realitzat experiments on s’ha estimulat tots
els receptors d’ADO amb I’ADO (25 uM) i a continuaci6 s’ha bloquejat els canals P/Q amb
’o-Aga IVA (100 nM). En aquest cas, no s’ha observat canvis en la frequéncia dels mEPPs.
En la situacié inversa, ’ADO (25 puM) en preséncia de 1’o-Aga IVA (100 nM) tampoc
produeix una modificacio en la freqliéncia dels mEPPs (% de variaci6: 7.78 + 4.17 i 13.62
0.90, respectivament; figura R.35, columnes 3 i 4). Per tant, es pot concloure que els receptors
d’ADO i els VDCCs tipus P/Q tenen relacié en la neurotransmissio espontania perque 1’ADO

no pot disminuir la freqiiencia dels mEPPs en preséncia del bloquejador del canal tipus P/Q.

9.4.2 Efecte de I’adenosina exogena en preséncia d’altes concentracions de magnesi en la
neurotransmissio espontania

Segons els resultats obtinguts, s’ha proposat estudiar I’estimulacié inespecifica dels
receptors d’ADO en la neurotransmissioé espontinia en condicions de baix Ca*? reduint
I’entrada de Ca*? preincubant la preparacié amb Mg*? a dues concentracions diferents (0.5 i 1
mM). L’ADO (25 uM) en preséncia del Mg*? (0.5 mM) no produeix canvis en la fregiiéncia
dels mEPPs. Perd en canvi, a una concentracié d’I mM de Mg*? s’observa un augment en la
frequeéncia de mEPPs (% de variaci6: 11.26 + 4.15 i 105.06 + 35.27, respectivament; figura
R.35, columnes 5 i 6). Per tant, en una situacié de baixa neurotransmissié o baix Ca*? els
receptors d’ADO depenen de la entrada de Ca* pel seu efecte inhibitori, donat que a una
concentracié de Mg de 0.5 mM no es modifica la fregiiéncia de mEPPs i a 1 mM
sorprenentment augmenta 1’alliberaciéo espontania quan I’efecte de I’ADO ¢és inhibitori en

concentracions normals de Ca*%.
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Figura R.35. Efecte de I’adenosina amb la inhibicié dels canals de calci dependents de voltatge (VDCCs) i en
condicions de baixa entrada de calci en la neurotransmissi6 espontania. Les primeres barres de I’histograma (a
I’esquerra; columnes blanques) es mostra I’efecte independent en condicions basals de 1’inhibidor del canal P/Q (-
Aga IVA) i de ’ADO. A continuacid, es mostra I’efecte I’ADO amb la inhibicié dels canals P/Q (columnes grises) i
I’efecte de 1’ADO en preséncia del Mg*? (0.5 i 1 mM; condicions de baix Ca*? columnes negres). L’ordre d’incubaci6
dels moduladors es mostra en cada columna corresponent (a sota), assenyalat amb el nimero 1 i 2 (1: preincubacid; 2:
incubacio). El grafic indica que el bloqueig previ dels canals P/Q evita I’accio inhibitoria de I’ADO i la dependéncia
dels receptors d’ADO amb I’entrada de Ca*2 Donat que I’ADO en preséncia d’altes concentracions de Mg*? s’evita
I’efecte inhibitori i es converteix en facilitatori. Per a cada columna: n = 5 experiments i un minim de 15 fibres per
muscul. Els valors s’expressen com mitjana = SEM, *P > 0.05, respecte als valors inicials (linia puntejada).

En resum, hi ha una dependéncia entre els receptors d’ADO amb els VDCCs i amb
’entrada de Ca'?, donat que sorprenentment si s’estimulen tots els receptors d’ADO en
presencia de I’m-Aga IVA no s’observa canvis en la freqiiéncia dels mEPPs, cosa que ’ADO
per ella sola té un efecte inhibitori. En la situacio inversa, tampoc s’observa un canvi en
I’alliberacio espontania, on sembla ser que aquesta dependéncia sigui unidireccional. A més,
els receptors d’ADO que tenen una funcid conservativa limitant 1’alliberacié espontania
depenen de I’entrada de Ca™®. L’ADO no pot disminuir I’alliberaci6 en preséncia de Mg*?
(condicions de baixa entrada de Ca*?). A altes concentracions de Mg*? augmenta I’alliberacié
tenint una accié potenciadora quan l’efecte de I’ADO com anteriorment s’ha descrit és
inhibitori. Aquests resultats confirmen la premissa dels resultats obtinguts en 1’apartat 9.3.2.2
dels Resultats, on s’ha evidenciat una relacié funcional entre els P1Rs i la PKC. Ja que, podria
ser que en condicions d’alt Ca*™ pot haver un mecanisme paral-lel dependent del Ca*? que
interaccioni amb els P1Rs quan son estimulats amb 1’ADO i I’activitat de la PKC es troba
inhibida, i faci augmentar la freqliéncia dels mEPPs. Probablement, com s’ha evidenciat en els

experiments dels VDCCs un d’aquest mecanismes possiblement podria ser els canals P/Q,
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donat que el bloqueig previ amb I’®-Aga evita I’efecte inhibitori de I’ADO i inclis quan es
redueix fortament I’entrada de Ca*? amb altes concentracions de Mg*? aquest efecte es torna

facilitatori.

Els resultats d’electrofisiologia exposats mostren que els receptors d’ADO no es
troben acoblats en la neurotransmissié evocada quan la fisiologia de la sinapsi es troba
plenament operativa i intacte. Pel contrari, quan es canvia directament la fisiologia de la sinapsi
(bloquejant la contraccié amb alt Mg*? o d-tubocurarine), I’ADO redueix el contingut quantic
com préviament s’havia descrit per alguns autors (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i Walker,
1975; Pousinha i cols., 2010). Aixi mateix, s’ha analitzat I’efecte prolongat de 1’analeg de
I’ADO, la CADO (10 uM i 300 nM) en I’alliberaci6 evocada. I s’ha vist que a concentracions
micromolars té un efecte inhibitori degut a un treball col-laboratiu dels receptors A; i Aoa. En
canvi, la CADO a concentracions nanomolars en condicions basals i en presencia dels
bloquejadors purinérgics no té efecte en I’alliberacid evocada, suggerint que aquesta
concentraci6 es insuficient per activar aquesta via. A diferéncia de I’alliberacio evocada, s’ha
evidenciat que els PIRs es troben implicats en I’alliberacié espontania tenint una funcio
conservativa limitant 1’alliberacié espontania. S’ha observat que el bloqueig i ’estimulacio
inespecifica augmenta i disminueix la frequéncia dels mEPPs, respectivament. Sembla ser que
I"nic receptor que es troba implicat en la disminucid de la neurotransmissié espontania és el
receptor A;. A més, mitjancant els experiments amb 1I’enzim ADA s’ha confirmat que I’ ADO
endogena no té efecte en la modulacié de I’alliberacié evocada, perd en canvi té un efecte
inhibitori en 1’alliberacidé espontania. L’efecte prolongat de I’analeg de I’ADO, CADO (300
nM), augmenta la frequiéncia dels mEPPs degut a que els dos receptors (A; i Aya) necessiten
treballar conjuntament per tenir aquest efecte en 1’alliberacié espontania. Perd pel contrari, a
altes concentracions (10 uM) el sistema pot arribar a un equilibri entre els receptors A; i Aga
fent que no es modifiqui aquest alliberacid d’acetilcolina espontania. En el cas dels
experiments d’activitat sinaptica, s’ha evidenciat que els receptors d’ADO es troben implicats
en el control de la depressié durant una activitat repetitiva i esgotadora. S’ha vist que és
necessari un treball col-laboratiu entre els receptors d’ADO per reduir la depressio sinaptica a
40 Hz. Per una altre banda, forcant el sistema amb 1’efecte prolongat de la CADO, s’ha
observat que la CADO (10 uM) té un efecte protector de la depressié perd menor que I’efecte
de ’ADO exogena, degut a que la CADO s’uneix de forma irreversible al receptor d’ADO amb

la conseqiient activacié de la via de les ubiqlitinases. A més, aquest efecte protector és
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depenent dels receptors d’ADO on el receptor A, té una paper modulador negatiu sobre el
receptor A; en aquestes condicions. La CADO a concentracions nanomolars s’ha vist que és
una concentracio insuficient per activar aquesta via. Per una altre banda, en els experiments
d’altes freqiiencies d’activacio (100 Hz), I’ADO endogena produida en la fenedura durant els
trens en aquestes condicions en aquest cas és suficient per tenir un efecte protector activant el
receptor Ay, ja que el bloqueig del receptor A, redueix considerablement la depressid.

Com s’ha mencionat durant aquesta tesi els receptors d’ADO s6n pleioentropics i la
seva activacid6 pot influir en 1’acci6 d’altres neurotransmissors i nheuromoduladors
indirectament, comportant-se com un modulador de moduladors ja que el funcionament de
molts sistemes neuromoduladors presindptics estan sota el control concis dels receptors d’ADO
(Queiroz i cols., 2003; Cunha, 2005). Per aquest motiu s’ha realitzat I’estudi de la relacio
funcional entre els receptors d’ADO amb altres vies de senyalitzacié (MAChRs, PKA, PKC i
VDCCs) que controlen la neurotransmissié. S’ha observat que els receptors d’ADO i els
mAChRs (M1 i M2) depenen un de I’altre, és a dir, hi ha una interrelacié entre aquests dos
grups de receptors en la modulacié de la neurotransmissio evocada i espontania en condicions
basals i en experiments realitzats amb la CADO. A més, el mecanisme purinergic i muscarinic
cooperen en el control de la depressio sinaptica compartint una via en comd, tot i que el
mecanisme purinérgic sembla ser més fort. També s’ha trobat una relacié funcional entre els
P1Rs i les serina/treonina quinases (PKA i PKC). Possiblement, I’acoblament de la PKA en
I’alliberacié evocada necessita la participacié dels receptors d’ADQO, tot i que la PKA no pot
ser addicionalment estimulada en preséncia dels moduladors de purinérgics. Pel contrari, en
I’alliberaci6 espontania no s’ha observat aquesta relacio perque ’estat (inhibit o estimulat) dels
receptors d’ADO no afecta a I’acoblament de la PKA en la neurotransmissi6 espontania. En el
cas de la PKC, s’ha evidenciat que un desequilibri dels receptors d’ADO donat per 1’us de
moduladors no selectius i especifics desacobla la PKC de la neurotransmissio evocada. Aixi
mateix, s’ha vist una dependéncia de la PKC en ’alliberacié espontania donat que el PMA pot
potenciar considerablement la freqiiéncia dels mEPPs en preséncia del 1’agonista del receptor
Ay, perd no es produeix aquesta potenciacié amb la preincubacio de I’antagonista del receptor
Aua. Per un altre banda, s’ha evidenciat que la CaC en preséncia dels moduladors purinérgics i
del Ca*?, potencia I’alliberacio espontania perd més que en condicions d’1 Hz, suggerint que a
aquestes concentracions de Ca* son suficients per activar un mecanisme paral-lel dependent
del Ca* que interaccioni als P1Rs quan son bloquejats 0 bé estimulats amb 1’ADO i ’activitat

PKC es trobi inhibida i faci augmentar la frequencia dels mEPPs. Per ultim, s’ha trobat una
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relacié funcional entre els P1Rs i els VDCCs en ’alliberacié evocada i espontania, ja que s’ha
observat que el bloqueig previ dels canals P/Q i la posterior estimulacio dels receptor d’ADO
potencia I’alliberacié evocada. Inclus en condicions de baixa entrada de Ca** (increment de
Mg*? en la soluci6 fisioldgica), ’ADO evita I’efecte inhibitori del Mg*’. Pel que fa a
I’alliberacié espontania, s’ha vist que els P1Rs depenen dels VDCCs i de ’entrada del Ca*.
Com s’ha comentat anteriorment, els P1Rs tenen una funcid conservativa limitant 1’alliberacio
espontania, perd aquesta funcié possiblement és depenent del Ca*? perqué I’ADO perd la seva
capacitat inhibitoria quan és bloqueja 1’entrada de Ca*? a través del canals P/Q i inclds potencia
I’alliberacié en preséncia d’altes concentracions de Mg* en la soluci6 fisiologica. Aquest fet
confirma i esta en concordanga amb la premissa comentada anteriorment, que menciona que en
condicions d’alt Ca*? (una condici6 necessaria per a que la PKC s’acobli a la neurotransmissié
evocada i pugui ser inhibida per la CaC). En aquestes condicions experimentals, en
I’alliberacié espontania pot haver un mecanisme paral-lel depenent del Ca*? que interaccioni en
aquestes condicions quan els P1Rs sdn bloguejats 0 bé quan sén estimulats per I’ADO i la PKC
¢s troba inhibida, i faci augmentar la freqiiéncia dels mEPPs. Ja que s’ha vist que en condicions
d’altes concentracions de Mg* (situaci6 de baixa entrada de Ca*? pel terminal nerviés) I’efecte
de ’ADO es reverteix i es torna facilitatori, confirmant aquesta dependéencia dels P1Rs amb el
Ca*.
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En els contactes neuronals, l'alliberament de neurotransmissors esta basicament
controlat per la confluencia funcional de diversos receptors metabotropics que
intercedeixen en vies de senyalitzacio, a través d’un mecanisme que depén de I’activitat. En
la NMJ, els autoreceptors presinaptics muscarinics (Santafé i cols., 2003, 2004) i nicotinics
(Salgado i cols., 2000) estan directament acoblats a la secrecid d’acetilcolina a través de la
regulacio del propi mecanisme d’alliberacié. Els receptors presinaptics de les neurotrofines
i els receptors presinaptics de les citoquines (Bibel i Barde, 2000; Roux i Barker, 2002; Pitts
i cols., 2006) poden respondre a dianes derivades de mediadors i cooperar en el control de
la neurotransmissié. De fet, D’activitat del terminal nervidés 1 1’activitat muscular
contribueixen a 1’augment de I’ADO extracel-lular en la NMJ (Cunha i Sebastido, 1993;
Ribeiro i cols., 1996) la qual, sembla modular I’alliberacié presinaptica d’acetilcolina a
través dels receptors purinérgics (Correia-de-Sa i cols., 1991; Salgado i cols., 2000).

En el present estudi, es descriu mitjangant técniques d’electrofisiologia per registre
intracel-lular com els receptors d’ADO participen i interaccionen amb altres vies de
senyalitzacio implicades en el control de la neurotransmissid. Addicionalment, donat que la
localitzacié i I’expressi@ exacte a nivell cel-lular i la possible coexisténcia dels diferents
subtipus de P1Rs en els components presinaptics, postsinaptics i en la cél-lula glial no estan
plenament estudiats, en aquest treball, s’ha utilitzat la técnica de la immunohistoquimica
per estudiar aquesta localitzacio precisa d’aquest receptors en les diferents cél-lules que
conformen la NMJ. El seu coneixement és essencial per entendre com operen en la sinapsi
neuromuscular. Aixi, en aquesta tesi, s’ha contribuit a estudiar ’expressio i la localitzacio
dels receptors d’ADO i descriure el seu paper en la regulacié de la neurotransmisi6 en la

NMJ adulta.
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1. EXPRESSIO I LOCALITZACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA A1, Ay, Ajg
i A; EN LA SINAPSI NEUROMUSCULAR

En estudis anteriors, hi ha diversos grups d’investigadors que han estudiat
I’expressio i la localitzacio dels receptors d’ADO en diferents teixits i organs utilitzant
diverses técniques en biologia molecular i estudis farmacoldgics. Pero, fins el moment, hi
ha pocs treballs publicats que hagin analitzat ’expressio i la localitzacié dels receptors
d’ADO d’una manera precisa a nivell cel-lular en el sistema neuromuscular. Per aquest
motiu, una de les finalitats d’aquest treball ha estat estudiar I’expressio i la localitzacio dels
receptors d’ADO en el sistema neuromuscular.

Experimentalment, mitjancant la técnica del Western blot i la immunohistoquimica
s’ha estudiat I’especificitat dels anticossos utilitzats, la preséncia i la localitzacid cel-lular
dels receptors d’ADO en musculs LALs neonatals (P6-P7) i adults (P30-45) (veure amb
més detall el procediment en els apartats 5-9 a Materials i Métodes). En els dos casos s’han
realitzat controls negatius per tots els receptors P1 i en cap cas, s’han observat reaccions
inespecifiques (veure I’apartat 5.2.7 pel Western blot i1 [’apartat 8 per la
immunohistoquimica a Materials i Meétodes i les figures R.1-3 dels Westerns blots a
I’apartat de Resultats). Per tant, els resultats obtinguts amb la técnica de deteccié de
proteines (Western blot) i la de localitzacié (immunohistoquimica convencional i de talls

transversal semifins) poden ser considerats valids i reproduibles.

1.1 Expressio dels receptors d’adenosina A, Ayp, Agg i Ag

En els resultats obtinguts mitjancant el Western blot, en mostres de lisat de mascul
esquelétic LAL d’adult i de nadd, en cervell i en medul-la adulta s’ha observat una tnica
banda per cada un dels receptors d’ADO. Els pesos moleculars obtinguts han coincidit amb
els pesos moleculars pronosticats. En cap cas han aparegut bandes inespecifiques.

Experimentalment, s’ha observat que els receptors Aj, Ayg | Az s’expressen més en
muscul esquelétic adult que en el nadd, en canvi el receptor A,a s’expressa més en el nado
que en el mascul LAL adult (veure figures R.1-3 de I’apartat de Resultats). Aquesta
observacié suggereix, que el receptor A, possiblement pot tenir un paper en la sinapsi
postnatal durant el procés de 1’eliminacié sinaptica, i els receptors Aj, Ay | Az en
I’establiment de la sinapsi en la maduresa. En 1’adult, el receptor A,a s’expressa més en la
medul-la espinal adulta que en el muascul. Per un altre banda, el receptor A,z és més
abundant en el cervell i la medul-la espinal madura que en el mdscul, mentre que el

receptor Az és més abundant en el muscul, que en el cervell i la medul-la espinal adulta.
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L’expressi6 dels receptors P1 en el muscul no es coneix en molt de detall. En la
literatura, no hi ha estudis previs que determinin de forma concreta el pes molecular dels
receptors (A1, Asa, Asg | Az) en el mascul estriat esquelétic. No obstant, alguns treballs
anteriors han mostrat diferéncies de pesos moleculars en diferents espécies i teixits quan
s’utilitzen diferents anticossos. Per tant, en alguns casos, s’ha cregut oportu utilitzar i
comparar dos anticossos diferents de dues cases comercials. En la literatura, hi ha alguns
estudis que han demostrat canvis d’expressio dels receptors d’ADO amb 1’edat en animals
(Jenner i cols., 2004; Cunha, 2005) i també en humans (Meyer i cols., 2007). S’han
identificat diferéncies d’expressid dels receptors depenent dels teixits i dels organs
analitzats. En estudis de biologia molecular, d’autoradiografia quantitativa i de
radiolligands s’ha observat una disminucié de I’expressio i la densitat del receptor A; en
regions del cervell del cortex, el cerebel i I’hipocamp i en el teixit testicular, mentre que la
densitat 1 I’expressio del receptor A, augmenta amb ’edat en aquestes arees del cervell
(Cheng i cols., 2000; Cunha, 2005; Canas i cols., 2009).

Experimentalment, pel receptor d’ADO A; s’ha detectat una tnica banda a 35 kDa
en les quatre mostres de lisat (figura R.1A apartat de Resultats) utilitzant ’anticos
d’Alomone (AAR-006). Aquest pes molecular és molt proper al pes molecular nominal
descrit de 36.5 kDa (Lorenzen i Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006). En un treball publicat
utilitzant el mateix anticos d’Alomone (AAR-006) han observat una banda a 40 kDa en lisats
de cultius cel-lulars de retina de rata (Vindeirinho i cols., 2013). En altres estudis realitzats
préviament, amb anticossos diferents als utilitzats en aquest treball, s’ha detectat el receptor
aproximadament a 35-36 kDa en cultius primaris i teixit de mascul esquelétic huma i de
rata (Lynge i Hellsten, 2000; Lynge i cols., 2003). A més a més, s’ha observat la preséncia
d’aquest receptor a 38-39 kDa en diferents teixits i organs, com el teixit vascular, el ronyd i
el fetge, amb anticossos diferents als utilitzats (Zou i cols., 1999; Jackson i cols., 2002;
Grden i cols., 2007). En el sistema nervids central, utilitzant anticossos diferents, s’ha
observat una banda aproximadament a 36-37 kDa en els nervis terminals de neurones
hipocampals de rata (Rebola i cols., 2003; Canas i cols., 2009). Aquests investigadors han
separat i estudiat les fraccions presinaptiques, postsinaptiques i extrasinaptiques dels nervis
terminals de I’hipocamp de rata. Mitjangant la técnica del Western blot han observat
immunoreactivitat en les zones actives dels terminals nerviosos, en la zona extrasinaptica i
en les densitats postsinaptiques. Aixo, fa pensar que el receptor A; possiblement té un paper
en la inhibicié de I’alliberacié de glutamat, en el control del metabolisme (Haberg i cols.,

2000), en el control del creixement axonal i la maduracié del nervi terminal (Rivkees i cols.,
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2001). A més, mitjangant la técnica d’immunoprecipitacié conjuntament amb el Western
blot, utilitzant diferents anticossos, s’ha obtingut un pes molecular similar de 39 kDa en
diverses regions cerebrals com I’hipocamp, el cerebel i el cortex de rata (Cheng i cols.,
2000; Namba i cols., 2010).

En el cas del receptor d’ADO A4 s’ha detectat una banda de 43 kDa en les quatre
mostres de lisat (figura R.1A de I’apartat de Resultats) utilitzant I’anticos de Millipore (05-
717). El molecular nominal descrit per aquest receptor és de 44.7 kDa (Lorenzen i
Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006), pes molecular molt proper al que s’ha detectat
experimentalment. Utilitzant el mateix anticos s’ha trobat una banda amb un pes similar (45
kDa) en la regi6 del caudat i el putamen d’huma i de primat (Bogenpohl i cols., 2012;
Villar-Menéndez i cols., 2014). A més, s’ha observat una segona banda a 55 kDa en lisats
cel'lulars d’HEK-293T, s’ha suggerit que possiblement sigui la forma glucosilada del
receptor (Rosin i cols., 1998; Bogenpohl i cols., 2012). En estudis realitzats per altres
investigadors que estudien 1’expressi6 del receptor A,a en el sistema muscular, s’ha
observat una banda a 45 kDa en cultius primaris i teixit de mascul esquelétic huma i de
rata, utilitzant un anticos diferent (Lynge i Hellsten, 2000; Lynge i cols., 2003). Aixi mateix,
s’ha trobat el mateix pes molecular (45 kDa) en teixits vasculars, cardiovasculars, de ronyd
i de fetge porcins, humans i de rata, usant anticossos diferents al d’aquest treball (Marala i
Mustafa, 1998; Jackson i cols., 2002; Grden i cols., 2007). En quan el sistema nervids
central mitjancant la técnica del Western blot utilitzant anticossos diferents, el receptor A,a
s’ha detectat a 42-45 kDa en diverses regions: en ’estriat bovi i de rosegador (Barrington i
cols., 1990; Marala i Mustafa, 1998; Lopes i cols., 2004; Ferreira i cols., 2015), en els
nervis terminals hipocampals de rosegadors (Rebola i cols., 2002; Lopes i cols., 2004;
Canas i cols., 2009), en el cortex de ratoli (Lopes i cols., 2004) i en la medul-la espinal de
rata (Brooke i cols., 2004).

Com s’ha mencionat anteriorment, en els apartats de Materials i Métodes i en els
Resultats, pels receptors d’ADO A, i Az s’han utilitzat dos anticossos de dues cases
comercials diferents (Millipore i Santa Cruz) amb resultats comparables. Hi ha pocs estudis
previs que hagin determinat el pes molecular d’aquest receptors en el muscul esquelétic
estriat, encara que s’han citat diferents pesos moleculars en diferents espécies i teixits. Aixi
doncs, degut a I’ampli rang de pesos moleculars d’aquests receptors en diferents espécies i

teixits, s’ha cregut oportu especificar aquesta informaci6 en aquest apartat.
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Pel receptor d’ADO Ag s’ha determinat un rang de pesos moleculars de 34-52
kDa en diferents espécies (Lynge i Hellsten, 2000). No obstant, el pes molecular nominal
descrit pel receptor A,z és de 36.3 kDa (Lorenzen i Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006).
Aquest pes és molt similar als receptors A; i Az, mentre que el receptor A,a té un pes
molecular predit més alt (aproximadament de 45 kDa) degut a la preséncia d’una porcid de
I’extrem C-terminal més llarga (d’uns 122 aminoacids) amb respecte als altres receptors
d’ADO (Feoktistov i Biaggioni, 1997).

Experimentalment, 1’anticos del receptor A,z de Santa Cruz (sc-7506) s’ha
obtingut una banda a 47 kDa en el muscul d’animal adult i nadd, i una banda a 45 kDa en el
cervell i la medul-la espinal adulta (figura R.2A de I’apartat de Resultats). Analitzant la
bibliografia publicada, altres investigadors utilitzant el mateix anticos han trobat resultats
similars. En concret, s’ha detectat una banda a 40 kDa en cardiomiocits aillats de rata
(Grube i cols., 2011) i una banda a 45 kDa en una linia de cultiu cel-lular que secreta el
receptor de la hormona de creixement secretagoge tipus-la (GHS-R1a de I’anglés growth
hormone secretagogue receptor) (Carreira i cols., 2006). Aixi mateix, utilitzant I’anticos de
Millipore (AB1589P), en el present treball s’ha detectat una unica banda a 52 kDa en el
muscul esquelétic LAL d’animal adult i nadd, i una altre banda a 51 kDa en el cervell i la
medul-la adulta (figura R.2A de I’apartat de Resultats). En altres estudis previs realitzats
amb I’anticos de Millipore (AB1589P), s’ha observat una banda de proteina
aproximadament a 52 kDa en cel-lules musculars llises arterials humanes (Peyot i cols.,
2000). Per un altre banda, a diferéncia d’aquest treball amb el mateix anticos, s’ha trobat
una Unica banda a 28 kDa en muscul esquelétic huma (Lynge i Hellsten, 2000). S’ha
suggerit que aquesta banda pot correspondre a una part de la molecula del receptor.
Posteriorment, el mateix grup d’investigadors han observat una banda a 36 kDa en cultius
primaris de cel-lules i de teixit de muscul esquelétic madur de rata (Lynge i cols., 2003).
Possiblement, aquesta disparitat de pesos moleculars en el teixit muscular potser deguda a
la diferéncia d’expressio del receptor en diferents espécies. A més a més, utilitzant el
mateix anticos s’ha detectat aquest receptor a 50-52 kDa en altres teixits i organs, com el
teixit vascular i el ronyd de rata (Zou i cols., 1999; Jackson i cols., 2002). No obstant,
alguns autors usant aquest anticos han identificat dues bandes una a 47 kDa i un altre a 32
kDa en el fetge de rata, representant dos formes diferents de glucosilacié del receptor A,
(Grden i cols., 2007). En el sistema nervids central aquest receptor és poc abundant (Cunha,
2005). No obstant, s’ha detectat una banda a 50 kDa en el cervell bovi utilitzant 1’anticos de

Millipore (AB1589P) (Tan-Allen i cols., 2005). Finalment, en estudis realitzats amb
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anticossos diferents als usats en aquesta tesi s’han observat bandes de diferents mides en
diferents organs i teixits: 35 kDa en el intesti prim i a 50-52 kDa en el timus, colon i
placenta (Puffinbarger i cols., 1995).

Degut a que no hi ha estudis previs que s’hagin realitzat per determinar
I’especificitat de la forma molecular del receptor Az en el muscul esquelétic estriat, com en
el cas del receptor Ay, s’han utilitzat dos anticossos policlonals de conill de dues cases
comercials diferents (Millipore i Santa Cruz) amb resultats comparables.

Els resultats obtinguts pel receptor d’ADO A; en el Western blot utilitzant
I’anticos de Santa Cruz (sc-13938) en el mascul LAL (d’adult i de nadd), en el cervell i la
medul-la adulta, en tots els casos, s’ha obtingut una banda tGnica de 44 kDa (figura R.3A de
I’apartat de Resultats). El pes molecular nominal descrit per aquest receptor és de 36.2 kDa
(Lorenzen i Schwabe, 2001; Yu i cols., 2006). No obstant, aquest anticos pot detectar tres
bandes diferents a 44, 52 i 66 kDa (full técnic de la casa comercial de Santa Cruz). Usant el
mateix anticos, en cultius cel-lulars que expressen GHS-Rla s’ha detectat una banda
proteica a 52 kDa (Carreira i cols., 2006). Aixi mateix, en els estudis de Western blot
realitzats amb I’anticos de Millipore (AB1590P) s’ha identificat una mateixa banda unica a
44 KDa per les quatre mostres de lisat, com en cas de 1’anticos de Santa Cruz (sc-13938)
(figura R.3A de I’apartat de Resultats). En estudis fets amb aquest mateix anticos s’ha
trobat una banda a 52 kDa en teixits vasculars i en ronyé de rata, s’ha suggerit que
possiblement podria ser la forma glucosilada del receptor (Zou i cols., 1999; Jackson i cols.,
2002). Aixi mateix, en el cas de 1’uroepiteli de rata s’ha detectat una banda a 52 kDa com
s’ha descrit en el ronyo (Jackson i cols., 2002), i un altre banda a 36.3 kDa corresponent al
pes molecular nominal (Yu i cols., 2006). Per un altre banda, utilitzant anticossos diferents a
aquesta tesi, s’ha observat una banda a 38 kDa en el fetge de rata (Grden i cols., 2007) i tres
bandes: a 44 kDa, 52 kDa i a 64 kDa en cel-lules de glioblastoma humanes, en cél-lules del
jeju, en el testicle, en cél-lules enterocromafines i en el colon (Christofi i cols., 2001).

En el cas del sistema nervios central, el receptor Az és poc abundant, inclds hi ha
certs estudis que han donat resultats negatius en la deteccid de ’expressio del receptor i la
seva funcid és encara controvertida (Costenla i cols., 2001; Cunha, 2005). No obstant, amb
el mateix anticos de Millipore (AB1590P), s’ha identificat una banda a 44 kDa en la
membrana dels nervis terminals de 1’hipocamp de rata (Lopes i cols., 2003). Com s’ha
pogut observar es troben diferéncies entre el pes molecular detectat experimentalment i el
pes molecular nominal, alguns autors proposen que aquesta diferéncia és deguda a la forma

glucosilada del receptor (Rosin i cols., 1998; Jackson i cols., 2002).
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En conclusid, els resultats obtinguts dels Westerns blots estan en concordanca amb
el que préviament s’ha publicat. A més a més, els nostres resultats indiquen que aquests
receptors es troben presents en el muscul esquelétic i s’expressen de manera diferent
depenent del teixit, ja que la distribucio dels receptors purinérgics és bastant irregular i
diferent entre espécies, i principalment entre teixits (Fredholm i cols., 2011). Les
diferéncies en el desenvolupament i 1’especificitat en el teixit pot estar relacionat amb la
neurotransmissio i nosaltres hem analitzat la preséncia dels receptors en la NMJ. No
obstant, es pot posar de manifest que els nivells totals dels receptors d’ADO en el teixit
sencer pot no ser una mesura precisa dels receptors presinaptics i postsinaptics, ja que grans
quantitats son presents en altres tipus de cel-lules i vasos sanguinis, les quals poden

interferir en la senyal neuronal fent comparacions menys valides.

1.2 Localitzacié dels receptors d’adenosina en la sinapsi neuromuscular

Els receptors d’ADO so6n presents en varies especies i en diferents teixits. La seva
distribucio és bastant irregular i diferent entre espécies i teixits (Fredholm i cols., 2011). No
obstant, no es coneix amb molta certesa la localitzacié exacte dels receptors d’ADO en la
NMJ, donat que analitzant treballs publicats que estudien la localitzacié en el sistema
neuromuscular, hi ha poques publicacions que localitzin els receptors d’ADO a nivell dels
components cel-lulars de la NMJ. Aixi, un dels objectius d’aquesta tesi ha sigut estudiar la
localitzacid cel-lular dels receptors d’ADO en la NMJ. Per dur a terme aquest objectiu, s’ha
utilitzat la immunohistoquimica convencional, d’alta resolucié i I’obtencié de seccions
optiques, que ha permés determinar uns patrons de localitzacié bastant precisos i ha ajudat a
discernir la localitzacié dels receptors d’ADO en els tres components que formen la NMJ
(component presinaptic, component postsinaptic i la CS).

Els resultats obtinguts en les immunohistoquimiques en el present treball, mostren
la localitzacié simultania de cada un dels receptors d’ADO conjuntament amb els diferents
marcadors de les diferents arees sinaptiques: el component nerviés, la cél-lula muscular i la
cél-lula glial de la NMJ. Concretament en aquest treball, s’ha realitzat la localitzacio dels
receptors d’adenosina A; i Aza €n la NMJ neonatal i adulta, i els receptors Asg i Az en la
NMJ adulta.

1.2.1 Localitzacio del receptor d’adenosina A;
Per determinar la localitzacio del receptor d’ADO A; s’han utilitzat els anticossos

d‘Alomone (AAR-006) i de Millipore (AB1587P), ambdds han donant una marca forta,
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especifica i detecten la mateixa localitzacié en la NMJ. Experimentalment, segons els
resultats obtinguts, el receptor d’ADO A; s’ha detectat en el component presinaptic i la CS
en la NMJ neonatal i adulta. No s’ha observat la preséncia d’aquest receptor en el
component postsindptic (figures R.4 i R.5 de I’apartat de Resultats). En estudis
d’immunohistoquimica realitzats en teixit muscular esquelétic d’huma, utilitzant anticossos
diferents als d’aquest treball, no s’ha trobat la preséncia del receptor A; en el sarcolemma i
el citosol (Lynge i Hellsten, 2000). Pero 1’han observat en cél-lules musculars llises, aixi
com en cél-lules endotelials humanes (Lynge i Hellsten, 2000).

Analitzant treballs publicats, el receptor A; s’ha trobat distribuit en diferents teixits
i organs. En estudis d’immunolocalitzacié per microscopia confocal amb el mateix anticos
de Millipore (AB1587P), s’ha detectat en el cos cel-lular de neurones del gangli mientéric
de Iili de rata, s’ha suggerit un paper inhibitori en 1’alliberacié d’acetilcolina (Vieira i cols.,
2011). En estudis de fluorescéncia amb anticossos diferents, el receptor A; s’ha detectat en
I’uroepiteli de rata i en cél-lules del tracte intestinal (Christofi i cols., 2001; Yu i cols.,
2006). Mitjancant 1’analisi de RT-PCR i de Northern blot, el receptor es troba ampliament
distribuit per tot el cos: en el cor, ’aorta, la melsa, el rony0, el fetge, els testicles, els ulls 1
la vesicula biliar. A baixos nivells d’amplificaciéo s’ha detectat en el pulmo, I'ter i
I’estomac en huma i en rata (Salvatore i cols., 1993; Dixon i cols., 1996).

En el sistema nervios central mitjangant immunohistoquimica utilitzant el mateix
anticos de Millipore (AB1587P), el receptor A; s’ha localitzat en neurones de la regié
lateral de I’hipotalem, on es pensa que el receptor pot tenir un paper en la regulacio de la
son (Thakkar i cols., 2002) i en I’area CA1 de I’hipocamp on s’ha descrit un paper protector
en el precondicionament isquéemic (CIP de I’anglés cerebral ischemic preconditioning) en
rates (Zhou i cols., 2004). En un altre treball publicat utilitzant un anticos diferent, s’ha
detectat el receptor A; en les cél-lules piramidals del cortex cerebral i de la formacié de
I’hipocamp, en el cos cel-lular i les dendrites de les cel-lules de Purkinje del cerebel i en
I’arrel dorsal de la medul-la espinal en huma (Schindler i cols., 2001). Aixi mateix, el
receptor A; s’ha trobat en cultius corticals i colocalitzat amb el receptor Aa €n nervis
terminals glutamatérgics hipocampals de rata. Es pensa que aquests receptors participen en
la modulacio de 1’alliberacié de glutamat (Rebola i cols., 2005a,b; Rodrigues i cols., 2008).
A més a més, alguns autors han localitzat el receptor en els oligodendrocits (OLG de
I’angles oligodendrocytes) i en les cel-lules precursores d’oligodendrocits (OPC de I’anglés
oligodendrocyte precursor cells) en diferents etapes del desenvolupament. Aquest autors

han suggerit que I’activacio del receptor A; pot estimular la migraci6 d’OPC en rates
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(Othman i cols., 2003). En estudis de RT-PCR, Northern blot i hibridaci6 in situ s’ha trobat
Iexpressio del receptor A; en diverses regions del cervell: en el cortex, el cerebel,
I’hipocamp, el talem, I’amigdala, el nucli accumbens, I’hipotalem i la medul-la espinal i a
baixos nivells en el bulb olfactori, I’estriat i el mesencéfal de rata (Mahan i cols., 1991;
Reppert i cols., 1991; Dixon i cols., 1996). Per tant, en el sistema nervios central el receptor
A; és altament localitzat en les regions sinaptiques on modula 1’alliberacié de

neurotransmissor com el glutamat, I’acetilcolina, la serotonina i el GABA (Cunha, 2001).

1.2.2 Localitzacié del receptor d’adenosina Ap

El receptor d’ADO A,a s’ha localitzat en la NMJ concretament, en 1’axd
preterminal, en el terminal nervids i la cél-lula muscular, i s’ha trobat absent en la CS en la
NMJ neonatal i adulta (figures R.6 i R.7 de ’apartat de Resultats), utilitzant ’anticos de
Millipore (05-717). No obstant, en estudis previs d’immunohistoquimica en la NMJ, la
localitzacio del receptor A, s’ha mostrat imprecisa. Utilitzant un anticos diferent i en
concordanga amb els resultats obtinguts en aquesta tesi, alguns autors han detectat el
receptor A, en el terminal nerviés mostrant una gran colocalitzacié amb la sintaxina. No
obstant, aquest autors no han trobat immunoreactivitat en els axons intramusculars, ni en la
cel-lula muscular, ni en la CS (Baxter i cols., 2005). Altres investigadors utilitzant un
anticos diferent han localitzat el receptor A, en la membrana de les cel-lules musculars
esquelétiques, en el citosol, en cél-lules musculars llises, aixi com en cél-lules endotelials
humanes (Lynge i Hellsten, 2000). D’acord amb aquesta localitzaci0, alguns estudis han
mostrat que 1’ADO intracel-lular pot participar en la regulacié de la for¢a de contraccio
(Clark i Barry, 1994), en el transport de la glucosa (Vergauwen i cols., 1997; Han i cols.,
1998) i en la vasodilatacié en el muascul (Lynge i Hellsten, 2000). Aixi mateix, en estudis
d’expressié per PCR en temps real (de 1’anglés Real time PCR) s’ha detectat mRNA en
cultius primaris cel-lulars i en teixit de muscul esquelétic soleus, white gastrocnemius i
extensor digitorum longus madur de rata (Lynge i cols., 2003).

El receptor A,a estd ampliament distribuit en diferents teixits i organs. En estudis
d’immunohistoquimica utilitzant el mateix anticos que en aquesta tesi, s’ha localitzat en els
terminals nerviosos colinérgics de 1’ili de rata, on s’ha vist que 1’activacioé d’aquest receptor
té paper excitatori en 1’alliberacié d’acetilcolina (Duarte-Aratjo i cols., 2004a,b; Vieira i
cols., 2011). Aixi mateix, usant un anticos diferent s’ha detectat en 1’uroepiteli de rata (Yu i

cols., 2006). Mitjancant les técniques de RT-PCR i Northern blot s’ha observat mRNA en
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el cor, el pulmo, la melsa, I’aorta, 1’estomac, el testicle, la pell, el rony¢ i el fetge de rata i
d’huma (Salvatore i cols., 1993; Dixon i cols., 1996).

En el sistema nervids central s’ha observat que la distribucio de la
immunoreactivitat del receptor A, és més discreta que la del receptor A; (Rivkees i cols.,
1995). En estudis d’immunohistoquimica utilitzant un anticos diferent, el receptor A, s’ha
detectat en els nervis terminals hipocampals (Diaz-Hernandez i cols., 2002; Rebola i cols.,
2005a,b) de rata i en D’estriat de ratoli (Baxter i cols., 2005). Mitjangant la técnica
d’hibridacié in situ i de RT-PCR s’ha trobat la preséncia del receptor A, en I’estriat, en el
tubercle olfactori i en el nucli accumbens de rata (Jarvis i Williams, 1989; Parkinson i
Fredholm, 1990; Dixon i cols., 1996). En estudis farmacologics s’ha mostrat la preséncia
del receptor A, en neurones, microglia, oligodendrdcits i possiblement en astrocits (Li i
cols., 2001; Saura i cols., 2005; Melani i cols., 2009). Com succeeix amb el receptor A; en
el sistema nervids central, aquest receptor es altament localitzat en les regions
presinaptiques (hipocamp) on modulen I’alliberacié de neurotransmissor com el glutamat,
I’acetilcolina, el GABA i la noradrenalina (Cunha i cols., 2000; Lopes i cols., 2002; Rebola

i cols., 2002, 2005b).

1.2.3 Localitzacié del receptor d’adenosina Ay

En I’estudi de la localitzacié cel-lular del receptor d’ADO A, s’han utilitzat els
anticossos de Santa Cruz (sc-7506) i de Millipore (AB1589P). Tots dos anticossos mostren
el mateix patré de localitzacio en la NMJ. Segons els resultats obtinguts, el receptor Ay
s’ha localitzat en el component presinaptic i postsinaptic, pero no s’ha trobat present en la
CS en la NMJ adulta (figura R.8 de I’apartat de Resultats). En estudis
d’immunohistoquimica utilitzant el mateix anticos de Millipore (AB1589P), el receptor Ay
s’ha observat en la membrana de les cél-lules musculars esquelétiques, en el citosol, en
cél-lules musculars llises, aixi com en cél-lules endotelials humanes (Lynge i Hellsten,
2000). Com s’ha comentat en 1’apartat anterior, es pensa que 1’ADO intracel-lular pot
participar en la regulacio de la forca de contraccié (Clark i Barry, 1994), en la regulaci6 del
transport de la glucosa (Vergauwen i cols., 1997; Han i cols., 1998) i en la vasodilatacio en
el muscul (Lynge i Hellsten, 2000). Mitjancant la utilitzacio de tecniques com la PCR en
temps real i RT-PCR s’ha detectat mRNA en cultius primaris cel-lulars i en teixit de mascul
esqueletic madur de soleus, white gastrocnemius i extensor digitorum longus de rata (Dixon

i cols., 1996; Lynge i cols., 2003).
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El receptor Ay utilitzant ’anticos de Millipore (AB1589P) s’ha detectat en
diversos teixits i organs, com és el cas de les papil-les gustatives on sembla ser que
I’activacio del receptor Apg per ’ADO potencia la resposta del gust dolg, a més
d’augmentar la transmissié sensorial del sistema nervids (Kataoka i cols., 2012). Aixi
mateix, s’ha localitzat en el plexe mientéric (molt probable en les cel-lules glials) (Vieira i
cols., 2011) i en I'uroepiteli (Yu i cols., 2006). En analisi de Northern blot s’ha detectat la
preséncia del receptor Ay en l’intesti llarg, la bufeta i a baixos nivells en la medul-la
espinal, el pulmoé i la glandula pituitaria (Stehle i cols., 1992). A molt baixos nivells, s’ha
detectat en el jeju, el ronyo, el cor, la pell i s’han trobat traces en el fetge i la melsa de rata
(Dixon i cols., 1996).

El receptor A,z és menys abundant en el sistema nerviés central. No obstant,
mitjangant immunohistoquimica amb un anticos diferent al usat, s’ha localitzat en els nervis
terminals glutamatérgics de 1’hipocamp on es pensa que modula la inhibici6 de la
transmissié donada pel receptor A; (Gongalves i cols., 2015). En estudis de RT-PCR i
Northern blot s’ha detectat la preséncia del receptor Ay en el cervell i la medul-la espinal
de conill i de rosegadors (Stehle i cols., 1992; Auchampach i cols., 2009), en astrocits i la
microglia (Hammarberg i cols., 2003; Allaman i cols., 2003; Wittendorp i cols., 2004).
S’ha descrit que I’estimulacio del receptors d’ADO A,g en les cel-lules glials indueix la
sintesi i I’alliberacio de substancies neuroprotectores com la interleuquina 6 (Fiebich i cols.,

1996; Schwaninger i cols., 1997; Vazquez i cols., 2008).

1.2.4 Localitzacié del receptor d’adenosina A3

Experimentalment, el receptor d’ADO A; s’ha localitzat en el component
presinaptic i postsinaptic, incloent el sarcoplasma per sota dels nAChRs. Pero no s’ha trobat
preséncia d’aquest receptor en la CS en la NMJ adulta (figura R.9 de I’apartat de
Resultats). Com en el cas anterior, també s’han utilitzat dos anticossos de dues cases
comercials diferents (Santa Cruz, sc-13938 i Millipore, AB1590P), mostrant el mateix patrd
de localitzacié en la NMJ. Analitzant la bibliografia publicada en el sistema neuromuscular,
en un estudi d’immunohistoquimica també s’ha observat la preséncia del receptor en les
membranes presinaptiques dels terminals motors del muascul de diafragma i del muscul
gastrocnemius, utilitzant un anticos diferent (Cinalli i cols., 2013). Perd a diferéncia
d’aquest treball, aquest autors no han detectat immunoreactivitat d’aquesta proteina en el

component postsinaptic.
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En general, aquest receptor s ha trobat ampliament distribuit en diferents organs i
teixits periferics. En estudis d’immunohistoquimica, amb un anticos diferent, s’ha detectat
reactivitat del receptor A; en el cos cel-lular del gangli mientéric de rata on possiblement es
pensa que té un efecte facilitatori en 1’alliberacié d’acetilcolina (Vieira i cols., 2011). En
estudis de RT-PCR i Northern blot s’ha observat mRNA en la melsa, els pulmons, 1"uter i
els testicles (Salvatore i cols., 1993; Dixon i cols., 1996).

En el sistema nervios central la preséncia del receptor Az és poc abundant (Cunha,
2005; Vazquez i cols., 2008). No obstant, entendre les funcions del receptor Az en el
sistema nervids central ha sigut dificultds degut a la falta de lligands especifics i la baixa
densitat d’aquest receptor (Rivkees i cols., 2000; Costenla i cols., 2001). En estudis
d’immunohistoquimica amb els mateixos anticossos utilitzats (Santa Cruz, sc-13938 i
Millipore, AB1590P) s’ha detectat el receptor Az en els terminals sinaptics hipocampals i en
cultius de neurones corticals (Diaz-Hernandez i cols., 2002; Rebola i cols., 2005b). Amb la
técnica de RT-PCR s’ha trobat present en I’estriat, en el bulb olfactori, en 1’hipocamp i en
I’hipotalem de rata (Dixon i cols., 1996). Aixi mateix, s’ha observat en els astrocits i la
microglia de ratoli mitjancant la técnica de RT-PCR i d’hibridacié in situ (Hammarberg i
cols., 2003; Wittendorp i cols., 2004). Es pensa que I’estimulaci6 del receptor Az en les
cel-lules glials provoca 1’alliberacid de substancies neuroprotectores com la citoquina
CCL2 també coneguda formalment com MPC-1 (de I’anglés monocyte chemotactic protein
1) (Wittendorp i cols., 2004).

Es pot concloure en el present treball, segons els estudis d’immunohistoquimica,
que els receptors d’ADO es troben presents en els components presinaptics i postsinaptics
en la NMJ i el receptor A; és també present en la CS. El grup de Robitaille ha mostrat que
la glia esta activament implicada en 1’estabilitat i la plasticitat sinaptica (potenciacié post-
tetanica o depressié depenent del patro d’activitat de la sinapsi). Les CS descodifiquen el
patré d’activitat sinaptica a través dels receptors d’ADO i subseqiientment aporten un
feedback bidireccional a la sinapsi (Todd i Robitaille, 2006a). També els MAChRs estan
presents en les CS (Garcia i cols., 2005; Wright i cols., 2009) i poden regular ’activacié de
les cél-lules glials (en resposta a baixa activitat sinaptica) que indueix i guia un creixement
axonal compensatori. Aquestes dades indiquen que els receptors d’ADO es localitzen en
diferents compartiments i suggereix una complexa senyalitzacid6 multicel-lular que en
aquest treball no s’ha avaluat. Per un altre banda, tal i com s’ha vist, i es discutira més

endavant en els estudis d’electrofisiologia, aquests receptors s’han localitzat principalment
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en el terminal nervids, s’ha suggerit una possible participacid directa en la modulaci6 de
I’alliberacidé de neurotransmissor. Aix0, pot fer pensar que hi hagi un complex balang de
tots els receptors d’ADO (en resposta a variables quantitats d’ADO produides en la
fenedura sinaptica en varies condicions d’activitat) que pot determinar la seva participacid
en la funcid sinaptica. Per aquest motiu, un dels altres objectius d’aquest treball, que més
endavant es discutira, és la possible participacié dels receptors d’ADO en la
neurotransmissié evocada i espontania en la NMJ adulta i la possible participacié d’aquests
receptors purinérgics amb altres vies de senyalitzacié que participen en el control de la

neurotransmissio.

2. FACTORS QUE AFECTEN ALS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA
MODULACIO DE LA NEUROTRANSMISSIO

Préviament a discutir els resultats electrofisiologics, s’ha cregut oporta discutir i
justificar 1’eleccié del métode de prevencio de la contraccid muscular i les condicions

experimentals donat que en la literatura hi ha una gran disparitat de resultats.

2.1 Mecanisme de prevencié de la contraccié muscular

En la literatura publicada fins el moment, les condicions de registre de la majoria
d’experiments funcionals que s’han dut a terme han interferit en la fisiologia de la sinapsi.
En la majoria dels casos, s’ha evitat la contraccié natural amb altes concentracions de Mg*?
en la soluci6 fisioldgica (baixa entrada de Ca*?) o bé amb ’addici6 d-tubocurarine. Els dos
tractaments alteren a la neurotransmissié (Ginsborg i Jenkinson, 1976; Wessler i cols.,
1986). Les altes concentracions de Mg* provoquen una disminucié de I’alliberacio
d’acetilcolina. Aixi com, en aquestes condicions, les proteines PKA i PKC perden el seu
acoblament normal en I’alliberacio de I’acetilcolina (Santafé i cols., 2007). Per un altre
banda, 1’addici6 de d-tubocurarine redueix la resposta sinaptica i influeix en els receptors
nicotinics (NAChRs) i els muscarinics (MAChRs) (Ferry i Kelly, 1988; Santafé i cols.,
2006). En el cas dels mMAChRs, els bloquejadors selectius no afecten a la neurotransmissio,
induint una complexa modulacié al-lostérica dels mAChRs canviant la sensibilitat dels
bloguejadors selectius dels mAChRs (Santafé i cols., 2006). Inclis, alguns autors
suggereixen que 1’0s de d-tubocurarine evita el registre de la neurotransmissié espontania
(mEPPs) i en conseqiiéncia, 1’estimacioé del contingut quantic (m). Per tant, impossibilita

saber si un augment o una disminuci6 de ’amplada dels EPPs causat per la substancia/es
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estudiades, és el resultat d’una acci6 presinaptica 0 postsinaptica (Correia-de-Sa i cols.,
1991). Aleshores, es confirma que hi ha diverses molécules sinaptiques que canvien la seva
expressié funcional, si la neurotransmissié es veu alterada. Existeixen diversos exemples:
(1) canviant la concentracié ionica de la solucié fisiologica (amb I’addicié d’altes
concentracions de Mg extern o baix Ca*’). En aquestes condicions, I’alliberacié és
marcadament baixa (Correia-de-Sa i cols., 1991); (2) quan els nivells d’acetilcolina en la
fenedura sinaptica sén baixos (amb 1’addicié de I’enzim 1’acetilcolinesterasa); i (3) en els
terminals nerviosos postnatals on 1’alliberacio d’acetilcolina és baixa. En aquestes
condicions, la resposta dels mAChRs del tipus M1 i M2 amb [’acetilcolina endogena
alliberada, la qual normalment redueix 1’alliberament en 1’adult, (Santafé i cols., 2003,
2006), canvia i augmenta 1’alliberacié (Santafé i cols., 2007).

En aquest treball per evitar la contraccié muscular s’ha utilitzat la toxina u-CgTx
GIIIB, i en els casos que s’ha cregut oport, s’ha combinat amb el BTS que trenca la uni6
dels tdbuls T en el sarcolemma de la fibra muscular. La p-CgTx GIIIB bloqueja els canals
de sodi dependents de voltatge de la fibra muscular, sense afectar als canals presents en els
axons i en els nervis motors terminals (Cruz i cols., 1985), preservant inalterada la funcié
presinaptica de la sinapsi neuromuscular (NMJ). Analitzant la bibliografia publicada, no
s’han trobat estudis ni referéncies que hagin avaluat una relacid directe entre els receptors
de I’adenosina (ADO) i la p-CgTx GIIIB en el mecanisme de la modulacié. No obstant,
Faria i col-laboradors al 2003 van descriure una possible relaci6 entre la u-CgTx GIIIB i
I’alliberacié de I’acetilcolina en determinades situacions. Aquests autors han observat
paralisi muscular amb 1’addici6 de p-CgTx GIHIB quan s’aplicaven trens tetanics
d’estimulacié (50 Hz durant 5 segons) indirectament en el tronc nervids o directament en la
fibra muscular. En aquestes condicions experimentals aquest autors han suggerit que hi ha
una possible implicacié de I’acci6 presinaptica (Faria i cols., 2003). No obstant, en aquesta
tesi s’han realitzat estudis control amb 1’objectiu de testar I’efecte d’aquesta neurotoxina en
la neurotransmissio en les nostres condicions experimentals. En aquests experiments, s’ha
evitat la contraccié mitjancant el métode cut (veure I’apartat 10.3 Métodes de prevencié de
la contraccié a Materials i Métodes) i s’ha confirmat que aquesta toxina no afecta a cap
parametre de la neurotransmissio (contingut quantic, freqliéncia i amplada dels mEPPs, i
curs del temps de la neurotransmissié evocada -EPP-). InclUs, en alguns experiments
d’electrofisiologia dels receptors d’ADO i de les serina/treonina quinases (realitzats amb
anterioritat en el laboratori (Santafé i cols., 2009)), s’han repetit utilitzant el métode cut. En

els dos casos, s’han obtingut els mateixos resultats que pretractat el muscul amb la toxina
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p-CgTx GIIIB (veure apartat 10.3 a Materials i Métodes). Tot i que, els dos procediments
es poden reproduir exactament, s’ha escollit la p-CgTx GIIIB perqué és un procediment
menys laborids i s’obtenen millors potencials de membrana (Santafé i cols., 2009).
Aleshores, basant-nos en els estudis control i en els estudis previs realitzats en el grup, s’ha
considerat que 1’as de la p-CgTx GIIIB en els experiments electrofisiologics, es crea un
escenari més fisiologic que les condicions d’alt Mg*? i la paralitzacié del mascul amb d-

tubocurarine.

2.2 Efecte de I’adenosina amb la temperatura en la neurotransmissio

Segons la bibliografia, la majoria d’experiments que s’han recollit han sigut
realitzats a temperatura ambient (aproximadament a 26°C) per minimitzar la variabilitat
entre els experiments realitzats a I’estiu i a ’hivern a temperatura ambient. En aquesta tesi,
amb I’objectiu de descartar la influéncia de ’ADO amb la temperatura, s’han realitzat
alguns experiments on la solucié del bany s’ha mantingut a 31°C. En ’apartat de Materials
i Métodes (seccid: 10.8 Procediment de I'experiment d’electrofisiologia) €s mostra que no
s’han observat canvis significatius en 1’efecte de I’ADO a aquesta temperatura tenint la
funcio sinaptica operativa (bloquejant la contraccié amb la p-CgTx GIIB). Aixi mateix,
altres investigadors, han avaluat 1’efecte prolongat de 1’analeg CADO o bé I’efecte
inhibitori descrit per I’activacié del receptor A;. En aquests casos, s’han realitzat
experiments similars mantenint la solucié del bany a 36-37°C i alterant la maquinaria
sinaptica, com s’ha comentat anteriorment. En aquestes condicions, tampoc s’han trobat
diferéncies significatives amb la temperatura (Nagano i cols., 1992; Hirsh i cols., 2002;
Pousinha i cols., 2010). En canvi, com era d’esperar, en el model neuromuscular d’amfibi
s’ha demostrat que la temperatura pot afectar a I’accié inhibitoria de I’ADO descrita per
alguns autors o la forma irreversible de I’ADO, la CADO, en mostres pretractades amb d-
tubocurarine (Ginsborg i Hirst, 1972; Silinsky, 1980, 1984).

En quant a I’alliberacié espontania, s’ha trobat que a temperatura ambient no
s’observen grans canvis. Per0d, a rangs de temperatures superiors a 30°C augmenta
rapidament la freqiiencia dels mEPPs per tant, petits canvis en la temperatura estan
associats a una forta pujada en la secrecid, fent les mesures més variables (Liley, 1956; Li,
1958; Hubbard i cols., 1971).

Aixi doncs, en tots els experiments electrofisiologics realitzats en aquest treball, la
temperatura i la humitat en 1’area de treball ha estat controlada (26°C i 50%,

respectivament) per evitar les diferéncies de temperatura entre I’hivern i I’estiu. La
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temperatura del bany ha estat monitoritzada durant els experiments (23.4 + 1.7°C). La
humitat sempre s’ha mantingut constant per evitar la diferéncia de concentracié de les
solucions i les drogues utilitzades, sobretot degut a la deshidratacié de les solucions per

ambients secs generats habitualment per 1’as de la calefacci6 o ’aire condicionat.

3. ELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN LA NEUROTRANSMISSIO

La transmissié sinaptica esta sota la regulacio de les purines extracel-lulars, les
quals a través dels seus receptors de membrana i els passos implicats en el procés
d’exocitosi modulen I’activitat neuronal (Palma i cols., 2011). En estudis previs, s’ha
descrit que en els nervis motors terminals ’ATP és coalliberat amb el neurotransmissor,
I’acetilcolina, i una vegada en la fenedura sinaptica I’ATP ¢és degradat a I’ADO a través de
la via de les ectonucleotidases (Ribeiro i Sebastido, 1987; Meriney i Grinnell, 1991;
Redman i Silinsky, 1994). A més a més, de ’alliberacié des del nervi terminal, aquestes
purines també poden ser alliberades a 1’espai sinaptic des de les fibres musculars actives
(Smith, 1991; Santos i cols., 2003) i les cel-lules de Schwann perisinaptiques (Liu i cols.,
2005; Todd i Robitaille, 2006b). Una vegada en l’espai extracel-lular, ’ADO ajuda a
modular la funcié presinaptica a través dels autoreceptors d’ADO (A, Aza, Axg i Ag)
(Correia-de-Sa i cols., 1991; Salgado i cols., 2000). Per un altre banda, I’ATP alliberat a
través dels receptors P2 també pot contribuir al control de la transmissié neuromuscular de
la NMJ d’amfibi i de ratoli (Salgado i cols., 2000; Grishin i cols., 2005; De Lorenzo i cols.,
2006).

Fins el moment, en el sistema nervids central, i en el cas de la NMJ en estudis on
la funci6 de la maquinaria sinaptica ha sigut alterada a nivell presinaptic o postsinaptic, s’ha
descrit que el paper neuromodulatori de I’ADO en 1’alliberacié de neurotransmissor depén
majoritariament de 1’equilibri de ’activacio del receptor inhibitori (A;) i I’excitatori (Aja)
(Correia-de Sa i cols., 1991; Sebastido i Ribeiro, 2000). Alguns autors, han suggerit que hi
ha diversos parametres que poden afectar a I’activacio dels receptors A; i Aa: (1) la
freqiiéncia i el patr6 d’estimulacio, i per tant, grau de saturacié de la fenedura amb I’ADO
endogena aixi com, la intensitat i la durada de la despolaritzacié axonal; (2) les relatives
densitats dels receptors A; i Aya; (3) la relativa eficiéncia intrinseca de I’activacié de cada
receptor; (4) D’existéncia d’altres sistemes de moduladors presindptics que poden fer
desequilibrar el balang dels receptors A; i Aza; i (5) la concentracid6 d’ADO que pot

enfrontar a ’activacié dels receptors A; i Aza, com una funciéo d’organitzacié de les
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ectonucleotidases i dels transportadors d’ADO (Correia-de-Sa i cols., 1996; Cunha, 2001;
Pinto-Duarte i cols., 2005). Per tant, s’ha suggerit que el balang complex dels receptors
As/Aza pot determinar la inhibicid/potenciacié de 1’alliberacié d’acetilcolina (Pousinha i
cols., 2010).

Una vegada confirmada 1’expressio en el muscul esqueletic LAL i la localitzacio
dels receptors d’ADO en la NMJ, el segiient objectiu en aquest treball ha sigut estudiar els
receptors d’ADO en la modulacié de I’alliberacié d’acetilcolina quan la funcié sinaptica
esta preservada i operativa. Per tant, en aquest estudi es descriu: (1) la participacid dels
receptors d’ADO: en el control de la neurotransmissié evocada i espontania; (2) la
participacio dels receptors d’ADO durant una activitat sinaptica repetitiva i esgotadora
(trens d’estimul a 40-100 Hz durant 2 minuts); (3) la implicacio6 dels receptors d’ADO en la
facilitacio; i (4) la relacié funcional d’aquests receptors amb altres vies de senyalitzacié
implicades en el control de la modulaci6 de la neurotransmissio evocada i espontania, donat
que s’ha descrit que el funcionament de molts sistemes neuromoduladors presinaptics estan
sota el control concis dels autoreceptors metabotropics d’ADO (Queiroz i cols., 2003). A
continuacio, es discutira I’efecte dels moduladors exogens, dels analegs dels receptors
d’ADO i de I’efecte de I’ADO endogena en la modulacié de la neurotransmissio evocada a

1 Hz.

4. PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA _EN LA
NEUROTRANSMISSIO EVOCADA

4.1 Efecte de la modulacié dels receptors d’adenosina en la neurotransmissié evocada

alHz

En el present treball, en la primera bateria d’experiments que s’ha dut a terme s’ha
avaluat I’efecte dels diferents antagonistes i agonistes purinérgics en 1’alliberacid evocada
en musculs LALs adults de ratoli. En condicions basals (inicament amb 1’estimulacid
nerviosa a 1 Hz per analitzar I’alliberacié evocada d’acetilcolina), i evitant la contraccio
amb la u-CgTx GIIIB, es confirma que ni el bloqueig (amb el 8-SPT), ni I’estimulacié no
selectiva dels PIRs (amb I’ADO a concentracions nanomolars i micromolars), ni el
bloqueig, ni I’estimulacio selectiva dels receptors d’ADO (amb els antagonistes i agonistes)
no afecta a I’alliberacio evocada (veure figures R.10 i R.11 de I’apartat de Resultats).
Aix0, ha suggerit que la interacci6 entre I’ADO endogena (junt amb 1’ADO exogena) i les

molécules P1Rs, probablement no contribueixin en la modulacié tonica immediata o
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constitutiva de 1’alliberaci6 de transmissor en condicions basals. A més, un desequilibri del
mecanisme dels receptors A; i A, utilitzant moduladors selectius no revelen cap
participacio de I’ADO endogena en aquestes condicions. En musculs on préviament s’han
tractat amb la p-CgTx GIIIB per evitar la contracci6, la resposta de I’EPP pot estar propera
a la saturacio perqué molt transmissor és alliberat i un petit augment o disminuci6 en
I’amplada de ’EPP (eventualment produit pels moduladors dels P1Rs) pot clarament no ser
detectat. Per tant, es podria concloure que els receptors d’ADO no es troben acoblats a
I’alliberacié evocada, quan la maquinaria sinaptica es veu preservada i esta operativa (veure
figura D.1). Tot i que s’ha descrit que aquests receptors influeixen en 1’accié de diversos
neurotransmissors/neuromoduladors/transportadors (Sebastido i Ribeiro, 2009). Alguns
estudis han confirmat que I’ADO o I’addicié de 1’agonista selectiu del receptor A, el CGS-
21680 pot activar al receptor Trk (de I’anglés Tropomyosin-related kinase) a través del
receptor A, Aquesta activacid no requereix la unié de la seva corresponent neurotrofina
per activar la resposta trofica en motoneurones (Lee i Chao, 2001; Rajagopal i cols., 2004;
Wiese i cols., 2007). A més, alguns autors han postulat que 1’acci6 excitatoria del BDNF en
la neurotransmissié pot ser induida per la despolaritzacid, que farad que augmentin els
nivells extracel-lulars d’ADO. Aquesta ADO activara al receptor d’ADO A,a que esta
acoblat a I’adenilat ciclasa la qual promoura un augment de la formacié del cCAMP, seguit
de I’activaci6 de la PKA. Aquesta PKA finalment facilitara 1’accié del BDNF a través del
receptor TrkB en les sinapsis hipocampals i en la NMJ (Diégenes i cols., 2004; Pousinha i
cols., 2006). La transactivacio dels receptors de les tirosines quinases en resposta a la via de
senyalitzacio dels receptors acoblats a les proteines G ha estat molt estudiada (Daub i cols.,
1996; Fischer i cols., 2003; Rajagopal i cols., 2004). Per tant, aquesta via de senyalitzacié és
una alternativa per I’activacio del receptor Trk (Wiese i cols., 2007) ja que promou no
només, un augment de [’activitat tirosina quinasa, si no un augment de la fosforilacio
d’efectors de les Trk tirosines quinases (Lee i Chao, 2001; Lee i cols., 2002a,b; Rajagopal i
cols., 2004). Aixi mateix, en estudis previs en el grup, es va observar una relacié propera
entre els receptors metabotropics TrkB i mAChRs, s’ha suggerit que els mMAChRs també
poden contribuir a la transactivacio del receptor TrkB (Garcia i cols., 2010). Per tant, la
modulacio dels receptors de les neurotrofines a través dels receptors d’ADO, podria ser una
hipotesi interessant.

A diferéncia de la metodologia emprada en aquesta tesi, en la literatura prévia,
podem trobar un comportament bifasic per ’ADO, sota condicions en les quals s’ha

interferit en la fisiologia de la sinapsi. Es a dir, I’ADO a concentracions micromolars
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disminueix I’amplada de ’EPP en la NMJ adulta de rata (Ginsborg i Hirst, 1972; Pousinha i
cols., 2010), mentre que a concentracions nanomolars pot tenir I’efecte oposat (Pousinha i
cols., 2010). Unes dades semblants han estat descrites en amfibis (Ribeiro i Walker, 1975;
Sebastido i Ribeiro, 1990; Adamek i cols., 2010). Aquestes dades indiquen, que hi ha un
complex balang entre els receptors Aj/Aya que pot determinar la inhibicié/potenciacio de
I’alliberaci6 d’acetilcolina. Tot i que a baixes concentracions extracel-lulars d’ADO es
poden activar els dos receptors (A; i Ayp), s’ha descrit que I’activacio del receptor Aja
predomina per sobre el receptor A, encara que requereix la coactivacié del receptor A;
(Pousinha i cols., 2010).

En aquestes condicions, en les quals s’ha interferit en la fisiologia de la sinapsi, els
efectes de ’ADO i de I’analeg CADO, a concentracions submicromolars, poden ser
antagonitzats pel ZM241385 (de I’anglés 4-(2-[7-amino-2-(2-furly)[1,2,4]triazolo[2,3-
a][1,3,5]triazin5ylamino] ethyl) phenol; Poucher i cols., 1995), i els efectes inhibitoris de
I’ADO, a concentracions micromolars, han sigut relacionats amb 1’activacié del receptor A
(Nagano i cols., 1992; Pousinha i cols., 2010, 2012). Altres autors, confirmen que el paper
inhibitori de ’ADO a concentracions micromolars en la NMJ de ratoli és degut a una
reduccié de ’entrada de Ca* a través dels VDCCs del tipus P/Q, en preparacions on s’ha
utilitzat el d-tubocurarine per prevenir la contraccio (Silinsky, 2004).

Com abans s’ha comentat, 1’Gs de moduladors selectius no afecten a I’alliberacid
evocada. Aixi mateix, altres estudis també han mostrat resultats similars on el bloqueig
selectiu amb I’antagonista del receptor A, el DPCPX (10 nM), i pel receptor A, amb els
antagonistes SCH-58261 (50 nM) i ZM241385 (50 nM) tampoc modifiquen el contingut
quantic, en musculs en els que s’ha bloquejat la contracci6 amb 1’addicié del d-
tubocurarine o bé amb altes concentracions de Mg*? en la solucié fisiologica (Pousinha i
cols., 2010; Cinalli i cols., 2013; Nascimento i cols., 2015). Perd en canvi a diferéncia
d’aquesta tesi, 1’s d’agonistes selectius afecten a la neurotransmissié evocada quan s’altera
la maquinaria sinaptica a nivell presinaptic 0 postsinaptic. L’estimulacio selectiva del
receptor A; amb I’agonista no metabolitzable CPA (de I’angles 6-cyclopentyladenosine;
Wiliams i cols., 1986) disminueix el contingut quantic (Pousinha i cols., 2012; Nascimento
i cols., 2015) per un mecanisme que sembla disminuir les corrents de Ca*? tipus P/Q
(Hamilton i Smith, 1991; Silinsky, 2004). Per un altre banda, I’estimulacié selectiva del
receptor A, amb I’agonista CGS-21680, a concentracions de treball més baixes a les

utilitzades, augmenta 1’alliberacid evocada d’acetilcolina. No obstant, en el cas dels animals
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molt vells no s’observa aquest efecte, s’ha suggerit que hi ha una funci6 absent del receptor
A,x amb I’edat en rates (Pousinha i cols., 2012; Nascimento i cols., 2015).

En aquest treball, degut a les disparitats dels resultats obtinguts amb els
antecedents i la bibliografia analitzada a conseqliéncia del métode de prevencié de la
contraccio utilitzat, s’ha considerat adient realitzar experiments amb 1’agonista inespecific
I’ADO. S’ha alterat la maquinaria sinaptica a nivell presinaptic (amb altes concentracions
de Mg™ en la solucié fisiologica) o bé postsinaptic (pretractant la preparacié amb el d-
tubocurarine). En aquestes condicions, s’ha observat que I’ADO a concentracions
micromolars (25 uM) redueix el contingut quantic tal i com préviament s havia descrit en la
NMJ (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i Walker, 1975; Pousinha i cols., 2010). Per tant, s’ha
confirmat que I’efecte de I’ADO depén del mecanisme escollit per prevenir la contraccio.

En un model diferent, en la NMJ d’amfibi, el bloqueig amb antagonistes
inespecifics augmenta 1’amplada dels EPPs de forma reversible en preséncia d’altes
concentracions de Mg*? o de d-tubocurarine (Ribeiro i Sebastido, 1987; Redman i Silinsky,
1994). En els nervis terminals motors de I’insecte larvae Calliphora vicina s’ha observat
que I’ADO disminueix I’amplada de les corrents postsinaptiques evocades. Aixo és degut a
que ’efecte inhibitori causat per I’ADO és inhibit per ’antagonista selectiu del receptor A;
(DPCPX) i I’efecte excitatori causat per 1’agonista del receptor A;n, DPMA (de I’angles
N6-(2-(3,5-dimethoxyphenyl)-2-(2-methylphenyl)ethyl)adenosine) ~ I’inhibeix el  seu
antagonista corresponent DMPX (de I’anglés 3,7-dimethyl-I-propargylxanthine). Aixi s’ha
demostrat que la preséncia dels receptors presinaptics d’ADO i el seu paper regulador en la
neurotransmissié dels nervis motors d’insectes (Magazanik i Fedorova, 2003).

A més, en diverses arees del sistema nervids central, I’ADO té un paper important
com a neuromodulador. A través del receptor A; hi ha una inhibicié de I’alliberacio de
neurotransmissor i transmissor sinaptic en el neocortex i 1’hipocamp (Ribeiro, 1995).
L’ADO també pot activar al receptor A,a, €l qual és menys abundant en aquestes arees del
cervell, causant una discreta facilitacié de la neurotransmissio i transmissio sinaptica en
I’hipocamp i D’estriat (Cunha i cols., 1994b, 1997) donat que el blogqueig amb els
antagonistes selectius evita 1’efecte inhibitori i facilitatori dels agonistes, respectivament
(Rebola i cols., 2002; Gongalves i cols., 2015). En estudis previs s’ha descrit que els dos
receptors estan coexpressats i colocalitzats principalment en els terminals nerviosos
glutamatergics de I’hipocamp i en el nucli estriat (Cunha i cols., 1994b; Rebola i cols.,
2005a; Ciruela i cols., 2006), i a més de tenir un efecte oposat també poden interaccionar

entre ells. Tot i que hi ha estudis que mostren el contrari, que ’activacié selectiva del
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receptor A, pot modular 1’alliberacio d’acetilcolina sense requerir I’activacio del receptor
A; (Correia-de-Sa i cols., 1991; Cunha i cols., 1995; Cunha i Ribeiro, 2000). L’activaci6 del
receptor A,a pel seu agonista selectiu (CGS-21680) facilita la transmissio sinaptica,
atenuant ’efecte inhibitori tonic del receptor presinaptic A; mediat per la PKC, més que per
I’activacio de la PKA en els nervis terminals glutamatérgics de I’hipocamp (Lopes i cols.,
1999, 2002; Cunha i cols., 2000). Aquest estudis han proposat que aquest efecte pot ser
probablement dependent de 1’origen de ’ADO en la fenedura sinaptica en [’hipocamp i en
la NMJ (Cunha i cols., 1996; Cunha, 2001). Un altre forma d’interaccié entre aquests
receptors és la formacio d’heterodimers (A;-A,a) descrita en els nervis glutamatergics, on
la funcionalitat del receptor A, esta controlada pel receptor A,a, perd no viceversa. A altes
concentracions d’ADO s’activa el receptor Aya 1 s’antagonitza I’efecte del receptor d’ADO
Ay, facilitant I’alliberacio de glutamat (Ciruela i cols., 2006).

En els estudis d’immunohistoquimica realitzats en aquesta tesi, s’ha confirmat la
presencia dels receptors A,z i Az en els nervis terminals de la NMJ adulta. Tot i aixi, els
estudis electrofisiologics revelen que el corresponent bloqueig selectiu dels receptors Ay i
Az amb els antagonistes MRS1706 i MRS1334, respectivament, no afecten a 1’alliberacio
evocada. No obstant, en publicacions recents s’ha descrit que un metabolit de I’ADO, la
inosina, redueix 1’alliberacio d’acetilcolina evocada en la NMJ de ratoli per una reduccié de
I’entrada de Ca*? a través dels VDCCs del tipus P/Q. El mecanisme usat pel qual la inosina
inhibeix la neurotransmissio també implica a la PKC i la calmodulina (Cinalli i cols., 2013).
Tot 1 que, no es coneix un receptor especific per la inosina, s’ha vist que aquest metabolit
s’uneix normalment al receptor Az (Jin i cols., 1997; Tilley i cols., 2000; Gomez i Sitkovsky,
2003). Aquest fet és donat a que I’antagonista especific del receptor Az MRS1191 (de
I’angles 3 Ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-(6)-dihydropyridine-3,5
dicarboxylate) evita la inhibicié causada per la inosina en I’alliberacié evocada, en
condicions en les quals s’ha alterat la maquinaria sinaptica (Cinalli i cols., 2013). Aquests
resultats, difereixen d’altres estudis que mostren que la inosina no té efecte en 1’amplada
dels EPPs en el model neuromuscular de granota Sartorius (Ribeiro i Sebastido, 1987).

En un model d’estudi diferent, en el sistema nervios entéric de rata, en estudis amb
técniques de radioisotops que mesuren I’alliberacié evocada de [*H] acetilcolina (a
frequencia de 5 Hz) han mostrat que el receptor A,s (localitzat en el plexe mientéric, més
probablement en la cél-lula glial) no interfereix directament en la neurotransmissio
colinérgica. En canvi, el receptor A; colocalitzat amb el receptor inhibitori Ay, té una funcié

facilitatoria. Aixo, pot suggerir que I’estimulacié del receptor Aj situat en el cos de la
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cel-lula nerviosa, en situacions d’alta concentraciéo d’ADO o d’inosina, pot cooperar amb el
receptor facilitatori A, i augmentar ’alliberacio de [°H] acetilcolina (Vieira i cols., 2011).
Com s’ha mencionat anteriorment, en el sistema nervids central el paper
neuromodulador de I’ADO depén principalment d’un equilibri de 1’activacio dels receptors
Ai/A;n (Sebastido i Ribeiro, 2000). Els receptors Ays i Az estan expressats en quantitats
significatives en el cervell (Zhou i cols., 1992; De i cols., 1993; Dixon i cols., 1996). La seva
funci6 fisiologica a nivell cel-lular és desconeguda i controvertida, donat que ’afinitat dels
receptors Agg i Az per ’ADO és considerablement més baixa respecte als receptors A; i
Aza. A més, la dificultat de trobar antagonistes selectius per aquest receptors ha dificultat
coneixer el seu paper biologic (Fredholm i cols., 2005). A més a més, s’ha proposat que la
seva activacid esta implicada en situacions patologiques d’estrés (d’hipoxia i d’isquémia)
on hi ha una alta concentracid6 d’ADO extracel-lular (von Lubitz, 1997; Dunwiddie i
Masino, 2001; Popoli i Pepponi, 2012). No obstant, en uns estudis recents s’ha mostrat que
el bloqueig del receptor A,z amb ’antagonista MRS1754 (de I’anglés [N-(4-cyanophenyl)-
2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-1H-purin-8-yl)-phenoxy]acetamide]; Ji i
cols., 2001) 0 bé I’activacio d’aquest receptor amb 1’agonista BAY 606583 (de I’anglés [2-
({6-amino-3,5-dicyano-4-[4-(cyclopropylmethoxy)phenyl]pyridin-2-yl}sulfanyl)acetamide] ;
Hinz i cols., 2014) no modifica la transmissié basal sinaptica. Excepte, en el cas de
I’estimulacié amb 1’agonista BAY606583 que disminueix la ratio del pair pulse, efecte
abolit pel seu antagonista (Gongalves i cols., 2015). Perd per un altre banda, s’ha observat
que I’activacio del receptor A,z disminueix ’activacid tonica del receptor A; per I’ADO
endogena. En aquest estudi s’ha mostrat que el bloqueig selectiu del receptor A; o bé la
incubacié amb 1’analeg CADQO, i la posterior addicio de I’antagonista del receptor A,g evita
I’efecte excitatori provocat pel bloqueig selectiu del receptor Ay, i atenua I’efecte inhibitori
provocat per la CADO, respectivament (Gongalves i cols., 2015). EI mecanisme pel qual el
receptor A,z indueix una reduccié funcional del receptor A; esta sense resoldre. S’ha
suggerit que una possibilitat podria ser I’heterodimeritzacio entre els receptors Ayg i A;
donat que el receptor A,z pot dimeritzar amb altres receptors (Corset i cols., 2000;
Moriyama i Sitkowsky, 2010) i enzims (Antonioli i cols., 2014), i el receptor A; pot formar
dimers amb diferents receptors acoblats a proteines G (Ginés i cols., 2000; Ciruela i cols.,
2001; Kamikubo i cols., 2013). Un altre alternativa possible, és que el receptor A,g tingui

I’habilitat de dessensibilitzar al receptor A; (Gongalves i cols., 2015).
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En el cas del receptor Az s’ha descrit un paper en la modulacié de la plasticitat
sinaptica, en el LTP (long-term potentiation) i LTD (long-term depression) en I’hipocamp
(Dunwiddie i cols., 1997; Costenla i cols., 2001). L’activacié del receptor Az amb
I’agonista CL-IB-MECA (de I’anglés 2-chloro-N(6)-(3-iodobenzyl)adenosine-5'-N-
methylcarboxamide) pot augmentar la magnitud del LTP induit per ©-Burst i pot atenuar el
LTD, ja que aquest efectes poden ser antagonitzats pel seu antagonista MRS1191 (Costenla
i cols., 2001). Per una altre banda, 1’activaci6 del receptor Az amb 1’agonista Cl-IB-MECA
redueix la sensibilitat del receptor A; (Dunwiddie i cols., 1997). El mecanisme pel qual
I’antagonista del receptor Az blogueja la resposta donada pel receptor A; no esta clar. Pero
alguns estudis han proposat que I’activacié del receptor A estd unida a la inhibicié de
I’adenilat ciclasa (Zhou i cols., 1992) aixi com, a I’activaci6 de la fosfolipasa C (PLC de
I’anglés phospholipase C; Ramkumar i cols., 1993), perd sembla que el principal
mecanisme és la concurrent activacié de la PKC (Abbracchio i cols., 1995). Tot i que sota
condicions normals, no és probable que I’ADO afecti a la sensibilitat del receptor A; i que
s’activi el receptor As, degut a la baixa afinitat a I’ADO endogena respecte als receptors
Agg i As. Es creu que quan la concentracié d’ADO augmenta (per exemple en condicions
d’hipoxia o d’isquémia), 1’activacio del receptor Aj i la subseqiient dessensibilitzacio del
receptor A; es pot donar. Per tant, aquest estudis evidencien que el receptor Az pot modular
el nivell de sensibilitat del receptor Ay, el qual normalment esta tdnicament activat per
I’ADO endogena (Dunwiddie i cols., 1997).

En conclusio, en la NMJ adulta els receptors d’ADO aparentment no tenen un
paper en el control immediat de I’alliberacid evocada sota aquestes condicions basals
(preservant la funcié sinaptica). A més, es confirma que I’efecte de ’ADO en I’alliberacié

evocada depén del mecanisme escollit per prevenir la contraccid.

4.2 Efecte de ’enzim adenosina deaminasa i de la CADO en la neurotransmissi

evocadaal Hz

Per descartar la possibilitat que I’ADO endogena fos suficient per mantenir els
receptors ocupats, donat que els receptors d’ADO no s’han trobat acoblats a 1’alliberacio
evocada, s’ha estudiat I’efecte de I’ADO endogena en I’alliberacid evocada. Per dur terme
aquest estudi s’ha utilitzat ’enzim ADA que inactiva I’ADO endogena convertint I’ADO

en inosina (Arch i Newholme, 1978). Els resultats obtinguts mostren que I’ADO endogena
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no ¢és responsable de modular la neurotransmissio a baixa freqiiencia d’estimul (a 1 Hz),
atés que no modifica el contingut quantic (veure figura R.12 de I’apartat de Resultats).

A diferéncia d’aquest treball, en treballs previs on s’ha evitat la contracciéo amb el
Mg*?, s’ha observat que I’ADA (2 U/ml) causa una escassa disminucié en 1’alliberacid
evocada en la NMJ de rata (Pousinha i cols., 2010, 2012). En les mateixes condicions, en
uns altres estudis en la NMJ de ratoli mostren que ’ADA a concentracions més baixes (1
U/ml) causa una disminucié del contingut quantic dels EPPs (Nascimento i cols., 2015).
Possiblement, aquesta discrepancia entre els resultats obtinguts i els que s’han descrit
préviament, pot ser deguda al métode de prevencio de la contraccio, a la concentracié de la
substancia i a I’espécie estudiada. Ja que com anteriorment s’ha comentat, hi ha diverses
molécules sinaptiques que canvien la seva expressié funcional si la funcié sinaptica es veu
alterada.

En el sistema nervids entéric de rata amb estudis amb técniques de radioisotops per
mesurar Dalliberacié evocada de [*H] acetilcolina (a 5 Hz de freqiiéncia), s’ha mostrat que
I’ADO endogena generada té un efecte tonic facilitatori mediat per I’activacio dels
receptors Apa. En aquest estudi no s’han observat diferéncies en 1’alliberacié evocada de
[*H] acetilcolina entre el bloqueig selectiu del receptor Aa i la inactivacié de I’ADO amb
una concentracio de treball més baixa de I’enzim ADA (0.5 U/ml) (Duarte-Araujo i cols.,
2004a; Vieira i cols., 2011).

A diferéncia d’aquesta tesi, com era d’esperar, en el model neuromuscular
d’amfibi alterant la maquinaria sinaptica, s’ha observat que I’ADA (2.5 U/ml)
reversiblement augmenta el promig de 1’amplada i el contingut quantic dels EPPs. L’ADA
evita I’efecte inhibitori de ’ADO exogena a concentracions micromolars, efecte abolit pel
bloquejador de ’ADA (EHNA de I’anglés erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) adenine). Aixi
mateix, en 1’hipocamp s’ha observat que ’ADA té el mateix comportament (0.5-2 U/ml)
augmentant el fEPSP (de 1’anglés field excitatory postsynaptic potentials) i 1’alliberacio
[*H] acetilcolina evocada, indicant que I’ADO enddgena produeix una inhibicié tonica de
I’alliberacio evocada (Sebastido i Ribeiro, 1985; Ribeiro i Sebastiao, 1987; Cunha i cols.,
1996). Aixo pot suggerir, que I’ADO endogena pot tenir un efecte diferent en la
neurotransmissid, depenent del model estudiat, la regi¢ del sistema nervios, la concentracio
i del mecanisme de prevencio de la contraccid.

En aquest treball s’ha observat els receptors d’ADO no es troben implicats en la
modulacid de 1’alliberaci6 evocada mantenint la funcio sinaptica preservada i operativa. En

experiments paral-lels i en les mateixes condicions experimentals, 1’agonista no
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metabolitzable CADO a concentracions micromolars pot ser usat per reduir el contingut
quantic, degut a un treball col-laboratiu entre els receptors A; i Aya. Els resultats mostren
que la incubacié de la CADO en preséncia del bloquejador inespecific dels receptors
d’ADO no modifica el contingut quantic, perd en canvi I’efecte prolongat de la CADO (10
uM) en presencia dels antagonistes especifics (DPCPX o SCH-58261) té la capacitat de
reduir el contingut quantic (veure figura D.1). Pel contrari, la CADO a concentracions
nanomolars en condicions basals i en presencia del 8-SPT, el DPCPX o bé de I’SCH-58261
no es modifica D’alliberaci6 evocada. Aix0 ha suggerit que la CADO a aquestes
concentracions poden ser insuficients per activar als receptors d’ADO (veure figura R.13
de I’apartat de Resultats).

A diferencia dels resultats obtinguts en aquesta tesi, en estudis previs en la NMJ de
rata s’ha descrit un comportament bifasic per la CADO, com en el cas de I’ADO en
condicions en les quals la funcié sinaptica es veu alterada (en preséncia d’altes
concentracions de Mg*? en la solucié fisioldgica o bé de d-tubocurarine). Altres autors,
treballant a concentracions nanomolars (més baixes que la utilitzada en aquest treball),
observen un efecte excitatori donat per 1’activacio del receptor A,a, ja que a diferéncia
d’aquest treball, I’efecte de la CADO es torna inhibitori en preséncia del seu antagonista
selectiu (ZM241385) (Pousinha i cols., 2010, 2012). No obstant, en concordanga amb
aquest treball, la CADO a concentracions superiors (10 uM) té un efecte inhibitori tant en
el model de rata com en el d’amfibi, a través de 1’activacié del receptor A;. Perd en aquest
cas, la preséncia de I’antagonista selectiu DPCPX (10 nM) atenua I’efecte inhibitori de la
CADO descrit a concentracions micromolars (Sebastido i Ribeiro, 1988, 1990; Pousinha i
cols., 2010, 2012) i I’efecte facilitatori a concentracions nanomolars (Pousinha i cols.,
2010). Per tant, aquests investigadors han observat que quan la concentracié de la CADO
augmenta de nanomolar a micromolar hi ha un canvi preponderant de 1’activacio del
receptor A,a cap a I’exclusiva activacio del receptor A;. S’ha postulat la possibilitat de la
formaci6 d’heteromers amb aquest dos receptors A; i Ay, com s’ha vist que succeeix en els
terminals nerviosos glutamatérgics (Ciruela i cols., 2006) i en els astrocits (Cristévao-
Ferreira i cols., 2011). Una vegada s’activa el receptor Aya a baixes concentracions d’ADO
pot inhibir les accions del receptor A; i a altes concentracions d’ADO el receptor A; pot
actuar promovent la predominanca del efecte inhibitori (Pousinha i cols., 2010). Pel que fa
que el DPCPX atenui I’efecte inhibitori i facilitatori, potser degut a que el bloqueig del
receptor A; pugui induir un canvi conformacional en I’heteromer que no permeti la uni6 de

I’agonista al receptor A,a 0 bé que no permeti 1’acoblament efectiu del receptor A,a al
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sistema de transduccio. De fet com anteriorment s’ha comentat, 1’heterodimeritzacio dels
receptors acoblats a les proteines G pot afectar al funcionament del receptor (Franco i cols.,
2008) donat que els monomers i heteromers poden tenir diferents propietats
farmacologiques i de senyalitzaci6. La segona possibilitat és una interacci6 dels receptors
As/A;4 a través de vies de transducci6 intracel-lulars que intervenen en la uni6 al receptor
(Sebastido i Ribeiro, 2000), el que explicaria la necessitat de la funcié del receptor A; per
desencadenar la resposta del receptor A, en els nervis terminals (Sebastido i Ribeiro,
2000; Pousinha i cols., 2010). Tot i que, s’observen efectes diferents de la CADO amb la
incubaci6 previa dels antagonistes selectius degut a 1’Gs diferent del métode de prevencio
de la contraccio, de la concentracié de ’antagonista del receptor Ay, a I’is d’un antagonista
diferent pel receptor A, i del model neuromuscular (en el cas del nostre treball amb el
muscul LAL de ratoli -muscul tipus tonic- i en el cas d’aquests estudis amb el muscul de
diafragma de rata -muscul tipus fasic-). Aquests investigadors també estableixen que
I’efecte de la CADO en I’alliberacié evocada depén d’una interaccid entre els receptors
d’ADO A; i Asa. Aixi mateix, com en el cas de la NMJ, en el sistema nerviés central
concretament en els nervis terminals colinergics, en experiments realitzats amb la técnica
de radioisotops, la CADO (10 puM) inhibeix I’alliberacié evocada de [*H] acetilcolina
mitjangant el receptor A;. En aquest estudi s’ha mostrat que la CADO en preséncia del
DPCPX té un efecte facilitatori degut a 1’activacié del receptor A,, efecte abolit per
I’addicio del seu antagonista 1’SCH-58261. Aquests estudis han postulat que sota
condicions de control del receptor inhibitori i facilitatori, I’addicio exogena d’un agonista
no selectiu ni metabolitzable a concentracions micromolars, majoritariament promou
I’activaci6 inhibitoria del receptor Aj, més que la facilitatoria del receptor A, (Rebola i

cols., 2002).

5. PARTICIPACIO DELS ANTAGONISTES | AGONISTES DELS RECEPTORS
D’ADENOSINA EN L’ALLIBERACIO ESPONTANIA

En aquesta tesi s’ha estudiat la possible participacié dels receptors d’ADO en la
neurotransmissié espontania, que son els EPPs miniatura que apareixen de forma
espontania. No precisen del bloqueig de la contraccio ni de ’activacid del potencial d’accid
per part la unitat estimuladora (per a més informacié veure I’apartat de Materials i
Métodes). Com s’ha mencionat anteriorment en 1’apartat de Resultats, s’ha de tenir present

que aquestes dues formes d’alliberacié de 1’acetilcolina (I’evocada i 1’espontania) es
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regeixen per mecanismes diferents i per tant, no s’ha d’esperar una confirmacié de les
dades obtingudes amb els experiments evocats.

Es important ressaltar, que els resultats obtinguts en I’alliberacié espontania en
aquest treball, s6n en part diferents quan es contrasta amb altres estudis utilitzant
condicions similars (sense cap bloquejador presinaptic o postsinaptic donat que el registre
dels mEPPs no és necessari bloquejar la contraccié natural muscular) (De Lorenzo i cols.,
2004; Shakirzyanova i cols., 2006; Palma i cols., 2011). | el que és més important, tots els
efectes de les substancies purinergiques utilitzades en aquesta tesi han sigut a nivell
presinaptic donat que en cap cas s’ha observat una modificacié en ’amplada dels mEPPs

(veure figures R.14A-B i R.15 de I’apartat de Resultats).

5.1 Modulacié exogena dels receptors d’adenosina en la neurotransmissio espontania

Segons els resultats obtinguts sembla ser que els receptors d’ADO estan implicats
en I’afinament de la maquinaria de 1’alliberacié espontania (incliis en preséncia de p-CgTX
GIIB i en condicions basals), perqué el bloqueig i I’estimulacidé inespecifica a
concentracions micromolars dels receptors d’ADO augmenta i disminueix la freqiiéncia
dels mEPPs, respectivament. La participacié d’aquests receptors en la reduccio de
I’alliberaci6 espontania (quan €s activada per ’ADO exdgena) pot requerir la col-laboracid
dels dos tipus de receptors A; i Az, donat que I’estimulacio selectiva d’aquests receptors
(amb el CCPA i el CGS-21680, respectivament) no canvia la freqiiencia dels mEPPs. No
obstant, el receptor A; sembla estar implicat tdnicament en el manteniment de la baixa
freqUencia en condicions de repds, perque el seu bloqueig selectiu (DPCPX) augmenta la
frequencia dels mEPPs (veure la figura D.1). Aquesta implicacid pot estar relacionada amb
que els P1Rs tinguin un paper en la modulacié del control del mecanisme intracel-lular del
Ca'*?, fluctuacions estocastiques les quals puguin contribuir a Ialliberacié espontania. Per
un altre banda, també s’ha estudiat la participacio dels altres dos tipus de receptors d’ADO
Agp i Az en Ialliberacié espontania. Experimentalment s’ha observat que aquests receptors
no participen en la modulacié de I’alliberacié espontania, donat que el bloqueig selectiu
amb els seus corresponents antagonistes selectius no modifica la freqiiencia dels mEPPs.
Per tant, una funcio6 dels receptors P1Rs, i en particular del receptor A4, pot ser conservar
els recursos a través d’una limitacié de I’alliberacié espontania (veure la figura R.14 de
I’apartat de Resultats).

En estudis previs realitzats per altres autors, s’ha descrit un comportament bifasic

de ’ADO exogena en la neurotransmissio espontania, en el qual s’ha mostrat que I’ADO a
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concentracions nanomolars (a diferéncia d’aquest treball) augmenta la freqiiéncia del
mEPPs, mentre que a concentracions micromolars inhibeix la freqiiencia dels mEPPs en el
model de NMJ de rosegador (Ginsborg i Hirst, 1972; De Lorenzo i cols., 2004; Veggetti i
cols., 2008) i d’amfibi (Ribeiro i Walker, 1975; Barry, 1990; Shakirzyanova i cols., 2006;
Adamek i cols., 2010). Com en aquest treball, altres autors també han observat que 1’accio6
inhibitoria de I’ADO a concentracions micromolars en 1’alliberacié espontania és a través
del receptor presindptic A;, donat que I’accié de I’ADO exdgena a concentracions
micromolars s’ha bloquejat amb els antagonistes inespecifics i especifics del receptor A; en
la NMJ d’amfibi (Barry, 1990; Searl i Silinsky, 2003, 2005; Shakirzyanova i cols., 2006;
Shakirzianova i cols., 2006).

En el nostre model d’estudi (muscul esquelétic LAL, tipus fasic) a diferéncia
d’altres treballs publicats, no s’ha pogut reduir directament I’alliberacié espontania amb
I’estimulacio selectiva del receptor A; amb el CCPA, ni augmentar 1’alliberacié amb
I’activacio especifica del receptor A,o amb el CGS-21680. Encara que, com abans s’ha
comentat 1’estimulaci6 inespecifica amb I’ADO exogena a concentracions micromolars pot
inhibir I’alliberaci6 a través del receptor A;. En estudis similars i amb un model muscular
diferent (mascul de diafragma, tipus tonic) han mostrat que en condicions normals, el
blogueig selectiu del receptor A; no afecta a 1’alliberacié espontania en la NMJ de ratoli.
S’ha suggerit que el flux basal de ’ADO és minim i no afecta a I’alliberaci6 espontania (De
Lorenzo i cols., 2004). En una situaci6 diferent com sén en condicions d’hipertonicitat en la
qual es produeix un augment marcat d’alliberament d’acetilcolina de manera espontania,
independent de 1’entrada de Ca'? (Fatt i Katz, 1952; Hubbard i cols., 1968; Losavio i
Muchnick, 1997) i sense ’afectacidé dels VDCCs tipus L, N i P/Q (Losavio i Muchnick,
1997), el bloqueig del receptor A; amb I’antagonista DPCPX pot augmentar 1’alliberacio
d’acetilcolina (Veggetti i cols., 2008). No obstant, amb I’estimulacio selectiva (CCPA, 500
nM), a concentracions de treball superiors a les que s’han utilitzat en aquest treball,
aconsegueixen disminuir 1’alliberaci6 espontania en condicions basals i d’hipertonicitat (De
Lorenzo i cols., 2004; Veggetti i cols., 2008).

En experiments similars, en les mateixes condicions i concentracié d’antagonista
també s’ha observat que el bloqueig selectiu del receptor A,a (SCH-58261) no afecta a
I’alliberacié espontania (Palma i cols., 2011). Inclus, altres autors en concordanga amb els
resultats obtinguts en aquest treball, mostren que el bloqueig selectiu del receptor A, amb

un antagonista diferent a [’utilitzat (ZM241385) no modifica la freqiiéncia dels mEPPs
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(Hirsh i Silinsky, 2002). En canvi, la seva estimulacié amb 1’agonista selectiu CGS-21680, a
concentracions inferiors a les utilitzades, augmenta la freqiiéncia dels mEPPs, donat que el
bloqueig previ amb 1’antagonista selectiu SCH-58261 evita I’accié del CGS-21680. S’ha
suggerit que el mecanisme pel qual I’activacio del receptor A,a exerceix una facilitacio
presinaptica en la secreci6 espontania, €s com a resultat d’un augment de la concentracioé de
Ca*? citosolic del nervi terminal provinent dels magatzems interns sensibles a
tapsigargin/ryanodine (Palma i cols., 2011). Possiblement, aquestes discrepancies entre els
resultats obtinguts i la bibliografia analitzada poden ser degudes al model i les condicions
experimentals aixi com, a l’efecte de les concentracions de treball utilitzades en els
experiments.

Pel que fa als receptors A, i Az segons els resultats obtinguts s’ha evidenciat que
no participen en la modulacié de 1’alliberacié espontania. No obstant, en estudis recents
s’ha vist que el metabolit de I’ADQO, la inosina, pot activar al receptor Az en la NMJ de

ratoli, induint una inhibicié de 1’alliberacié espontania (Cinalli i cols., 2013).

5.2 Efecte de I’enzim adenosina deaminasa (ADA) i de la 2-cloroadenosina en

I’alliberacio espontania

Els resultats mostren que I’ADO exogena a través del receptor presinaptic A; pot
controlar directament I’alliberacié espontania d’acetilcolina, perd en canvi I’estimulacid
selectiva del receptor A; amb 1’agonista CCPA no té efecte en la freqiiencia dels mEPPs.
Aix0, fa pensar que probablement I’ADO endogena (inclus sota condicions de repos, quan
no s’espera trobar molécules d’ADO endogena en la fenedura sinaptica) faci que el receptor
A; pugui estar operatiu per mantenir tonicament 1’alliberacié espontania a baixos nivells i
I’estimulacié addicional de 1’agonista CCPA pot ser inefectiva. Per confirmar aquesta
premissa, s’ha realitzat experiments on s’ha eliminat I’ADO endogena mitjangant la
incubacié de I’enzim ADA. Experimentalment, s’ha vist que es produeix un augment
significatiu de la freqiiencia dels mEPPs, efecte similar al produit amb el bloquejador no
selectiu 8-SPT i I’antagonista selectiu del receptor A, el DPCPX (veure figures R.14 i
R.15 de I’apartat de Resultats). Aquests resultats, semblen indicar que I’ADO endogena pot
ajudar a limitar I’alliberaci6é espontania d’acetilcolina a través del receptor A;, tot i que
aparentment els receptors d’ADO no tenen un paper en el control immediat de 1’alliberacioé
evocada. No obstant, en les mateixes condicions I’efecte prolongat de I’agonista no
metabolitzable CADO promou una situacié diferent (Di Angelantonio i cols., 2011;

Pousinha i cols., 2012). Experimentalment, s’ha observat que a concentracions micromolars
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té la capacitat de reduir el contingut quantic, pero no es modifica la freqiiencia dels mEPPs
en condicions basals 0 bé en preséncia dels moduladors selectius degut a un balang dels
receptors d’ADO Ai/A,a. A concentracions submicromolars, la freqiencia dels mEPPs
augmenta com a resultat d’un treball col-laboratiu entre els receptors A; i Aya, donat que si
inhibim els receptors inespecificament o bé per separat no s’observa modificaci6 en la
freqliéncia de I’alliberacid espontania (veure figura R.16 de I’apartat de Resultats).
Possiblement, aquest augment de 1’alliberacié espontania (CADO 300 nM) pot alterar la
disponibilitat del pool de vesicules alliberables per exocitosi que pot donar com a resultat la
disminucié de I’alliberaci6 induida per la CADO (10 uM). No obstant, aixd pot ser poc
probable perque la CADO a les concentracions que redueix el contingut quantic (10 pM), la
frequiéncia no és alterada degut a un equilibri entre els receptors A; i Asa.

En general, aquests resultats revelen una complexa implicacié dels receptors
d’ADO A; i Aya en D’alliberacio espontania i evocada quan estan fortament estimulats per

la CADO més enlla de les caracteristiques de les condicions basals.

=y Stimulation
. Inhibition

ACh ACh
(EPPsize) {mEPP fraquancy)

Figura D.1. Participacio dels receptors d’adenosina en I’alliberacié evocada i espontania. En condicions
basals ’ADO endogena (ADOen) tonicament redueix 1’eficacia del mecanisme no sincronitzat d’alliberacio
d’acetilcolina a través del receptor A; i els esdeveniments espontanis son reduits. L’ADO exogena (ADOex)
addicional potencia aquest efecte. La CADO a baixes concentracions augmenta la freqtiéncia dels mEPPs i a altes
concentracions de CADO (10 pM) redueix el contingut quantic. En ambdues situacions hi ha una implicacio dels
receptors A i Aza. Els receptors d’ADO A,g i As no es troben involucrats.

En uns estudis similars en el mateix model d’estudi, altres investigadors han
obtingut resultats similars. Nascimento i col-laboradors han observat que I’ADA a
concentracions inferiors a la utilitzada (1 U/ml) també augmenta la freqtiéncia dels mEPPs
(Nascimento i cols., 2015).

En el cas de la CADO analitzant la literatura prévia es troba una gran disparitat
de troballes. Com en aquest treball, Hirsh i Silinsky no han observat cap diferéncia en la

freqiiéncia de mEPPs a concentracions micromolars de la CADO (1 uM) (Hirsh i Silinsky,
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2002). Com en aquest estudi, aquests autors observen que la CADO (1 pM) en preséncia
del bloquejador selectiu del receptor A,n (ZM241385) no produeix efecte en la
neurotransmissio espontania. No obstant, si que troben una disminucié de 1’alliberacio
espontania d’un 75% del valor control amb la CADO (10 uM) (Hirsh i Silinsky, 2002). S ha
proposat que el possible mecanisme pel qual I’analeg de I’ADO té un efecte inhibitori és
per una disminucié de 1’habilitat del Ca*® per promoure el procés d’exocitosi (Silinsky,
1984, 1986; Silinsky i Solsona, 1992). Aixi mateix, en la NMJ de rosegador, s’ha observat
que la CADO a concentracions de treball més baixes (30 nM), en preséncia d’alt Mg+2,
augmenta |’alliberaci6 espontania fins a mitjana edat perd que amb 1’edat indueix 1’efecte
oposat induint una disminucié de la fregliéncia dels mEPPs en animals vells (70-80
setmanes d’edat) (Pousinha i cols., 2010, 2012; Nascimento i cols., 2015). Aix0, s’ha
interpretat com que aquests animals perden 1’habilitat d’activar al receptor A, degut a una
disminucio del nombre de receptors A;a o una disminucié de I’afinitat del lligand pel
receptor (Pousinhai cols., 2012).

En el cas de la NMJ d’amfibi s’ha observat que 1’Gs de ’analeg de I’ADO, L-
PIA (de I’anglés N6-(L-Phenylisopropyl)adenosine, 1 nM) disminueix la frequéncia dels
mEPPs, efecte bloquejat per I’antagonista selectiu del receptor A; (DPCPX) (Barry, 1990).
Probablement, aquestes diferéncies de resultats poden ser degudes a la diferéncia entre
especies, a l’ordre de potencia com agonista del receptor d’ADO i al procediment

experimental emprat.

6. PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN L’ACTIVITAT
SINAPTICA EVOCADA A 40 Hz

Un dels objectius d’aquesta tesi, ha sigut estudiar la funcié dels receptors d’ADO
en la modulacid de la plasticitat a curt termini durant I’activitat sinaptica imposada (trens
d’estimul a 40 Hz durant 2 minuts). Es conegut que altes freqiiéncies d’estimulaci6 (20-50
Hz) del nervi motor provoca una depressio en 1’alliberacié del neurotransmissor (Eccles i
cols.,, 1941; Lundberg i Quilisch, 1953), degut a una disminucié de les vesicules
d’acetilcolina disponibles per a ser alliberades immediatament des del terminal presinaptic
(Betz, 1970; Christensen i Martin, 1970) i per una disminuci6 de les vesicules
d’acetilcolina emmagatzemades en el terminal nerviés (Heuser i cols., 1979). A més, pot
sorgir un deteriorament de la mida dels potencials postsinaptics (Liley i North, 1953;

Mallart i Martin, 1968; Magleby, 1973; Wu i Bertz, 1998; Dittman i cols., 2000; Wesseling
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i Lo, 2002; Stevens i Williams, 2007). En treballs anteriors en el grup, s’ha vist que hi ha
moléecules sinaptiques com el factor neurotrofic ciliary neurotrophic factor (CNTF) i els
mAChRs que tenen un paper protector en condicions d’activitat sinaptica imposada (trens
d’estimul a 40 Hz durant 2 minuts). En aquests estudis s’ha mostrat que 1’aplicaci6 exogena
del CNTF o bé el bloqueig dels mAChRs amb 1’atropina (AT) disminueix i augmenta la
magnitud de la depressid, respectivament. Aixo fa pensar que una funcié dels mAChRs a
part de protegir la funcié sinaptica per una disminuci6 de I’alliberacié evocada
(principalment a través del receptor M2) és reduir la depressio (Garcia i cols., 2012; Tomas
i cols., 2014). Per tant, degut aquest antecedents s’ha volgut investigar com els receptors
d’ADO contribueixen en la modulacié de la depressié a curt termini durant una activitat
repetitiva.

A més, en tots els experiments d’activitat sinaptica a 40 Hz amb 1’objectiu de
poder identificar les modificacions en la gestié intracel-lular del Ca*? s’ha estudiat, a més,
els paired pulses o facilitacio. En aquest estudi, no s’han trobat diferéncies significatives en
els pair pulses en preséncia dels moduladors purinergics (veure figura R.21 de I’apartat de
Resultats). Aixo suggereix que la NMJ és un sistema molt estable comparat amb el sistema

nerviods central on hi ha més variabilitat (Accorsi-Mendoga i cols., 2013).

6.1 Efecte dels moduladors inespecifics i especifics dels receptors d’adenosina, de

1’adenosina endogena i de la 2-cloroadenosina durant ’activitat sinaptica a 40 Hz

Els presents resultats confirmen que els P1Rs es troben implicats en el control de
la depressi6 sinaptica (trens a 40 Hz durant 2 minuts). S’ha observat que el bloqueig no
selectiu dels receptors d’ADO (8-SPT) augmenta la depressid, mentre que 1’addicié de
I’ADO exdgena a concentracions micromolars (25 pM) (conjuntament amb 1’ADO
endogena) té un efecte fortament protector, disminuint la magnitud de la depressié. Per un
altre banda, la preséncia dels moduladors selectius dels receptors A; i Aya, inclis, dels
antagonistes dels receptors A, i Az no tenen efecte en la depressid sinaptica (veure figura
D.2 de I’apartat de la Discussio i les figures R.17 i R.18 de I’apartat de Resultats).
L’augment de la depressi6 donat pel bloqueig complet dels receptors d’ADO, i I’efecte
oposat de 1’addici6 de ’ADO exdgena a concentracions micromolars revelen que el
mecanisme purinérgic sembla estar implicat en la proteccio de la funci6 sinaptica reduint la
magnitud de la depressié durant una activitat repetitiva. A més, indica que dos o més
receptors d’ADO necessiten treballar de forma col-laborativa per reduir aquesta depressio.

No obstant, en les nostres condicions, I’ADA no pot reduir la depressio a 40 Hz, pero si que
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pot augmentar I’alliberaci6 espontania (veure la figura R.19 de I’apartat de Resultats). Tot
aixo fa pensar que la produccié d’ADO enddgena pot ser insuficient, ja que no es coneix si
els alts nivells d’ADO produits en la fenedura sinaptica durant I’activitat sinaptica son
similars als obtinguts per 1’aplicacié de I’ADO exogena. Per un altre banda, s’ha observat
que el complet bloqueig dels receptors d’ADO (8-SPT) augmenta la depressié, mentre que
la hidrolisi de ’ADO endogena a través de 1’enzim ADA no afecta a la modulacié de la
neurotransmissio. Per aquests resultats hi poden haver diverses explicacions possibles: (1)
que Defecte tonic dels receptors d’ADO quan estan bloquejats potser parcialment
independent de I’estimulacié amb I’ADO. Pot intervenir una transactivacié del receptor
d’ADO donada pel receptor tirosina quinasa en resposta a la via de senyalitzacio dels
receptors acoblats a les proteines G (Daub i cols., 1996; Lee i Chao, 2001; Fischer i cols.,
2003; Wiese i cols., 2007; Oliveira i cols., 2009; Garcia i cols., 2010); i (2) una fraccio de
I’ADO endogena pot evitar la hidrolisi per donada per I’ADA (possiblement perqué la
produida esta molt propera als receptors d’ADO).

Per un altre banda, I’efecte prolongat de la CADO (300 nM), en les nostres
condicions, no té efecte en la depressio, possiblement aquestes concentracions de treball
son insuficients per activar el sistema. No obstant, els resultats mostren que la CADO (10
puM) té I’habilitat de reduir la depressio encara que de forma no significativa. Probablement,
aquest efecte protector pot ser mediat pel receptor Ay, i el receptor A, pot tenir un efecte
modulador sobre el receptor A; perqué, la proteccié es veu significativament augmentada
després del bloqueig del receptor A, i €s veu evitada quan ambdds receptors son
bloguejats (veure la figura D.2 de la Discussio i la figura R.20 de ’apartat de Resultats).

Analitzant la literatura, en el model neuromuscular d’amfibi s’ha mostrat que
I’ADO és un modulador de la depressio sinaptica durant altes freqiiéncies d’estimulacid
(Meriney i Grinnell, 1991). Com s’ha comentat anteriorment, s’ha descrit que la depressid
sinaptica esta associada a una reduccié de la probabilitat de 1’alliberacié a més de la
disponibilitat de les vesicules sinaptiques per a ser alliberades (Betz, 1970; Christensen i
Martin, 1970). En uns estudis més recents realitzats conjuntament amb microscopia de
fluorescencia on es marquen les vesicules sinaptiques en combinacié amb estudis
electrofisiologics per registre intracel-lular, mostren la modulacié del reciclatge de les
vesicules sinaptiques per I’ADO durant altes freqiiéncies d’estimulacio (50 Hz durant 15s)
en la NMJ de ratoli (Perissinotti i Uchitel, 2010). Aquest estudis evidencien que a més de
I’efecte presinaptic de I’ADO en el procés d’exocitosi, I’ADO també pot tenir un paper en

la recuperacio de la vesicula. L’ADO endogena a través del receptor A; pot restringir
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I’exocitosi vesicular. Es a dir, sota condicions fisiologiques, I’alta freqiiéncia d’estimulacio
comenga a funcionar amb un alt contingut quantic d’alliberaci6 de transmissor donat per la
utilitzacio del fast-release pool. Degut aquest fet, el maxim efecte inhibitori de I’ADO que
exerceix és considerablement menor que la completa inhibicié. L’ADO generada durant el
periode d’activitat redueix la quantitat de entrada de Ca*? i dirigeix les vesicules reciclades
cap al pool vesicular de slow-release, per tant cap el reserve pool. A més, s’ha observat que
el desti de la recuperacio de les vesicules és modificat per 1’activacio del receptor Ay, el
qual redueix la mida del fast-release pool de vesicules sinaptiques a altes frequiencies
d’estimulaci6 quan es bloqueja el receptor A; 0 bé quan s’aplica I’ADO exodgena. Aixi, sota
condicions fisiologiques, a altes freqiiéncies d’estimulacié es comenga per un augment del
contingut quantic d’alliberacié de transmissor degut a 1’Gs del fast-release pool. L’efecte
inhibitori que exerceix I’ADO ¢és considerablement menor que la completa inhibicio.
L’ADO generada durant el periode inicial d’activitat redueix la I’entrada de Ca*? i dirigeix
les vesicules cap al slow-release pool. Aquest procés garanteix un manteniment del
neurotransmissor perd a baix nivell d’alliberacid, garantint una rapida i fidel comunicacié
sinaptica (Perissinotti i Uchitel, 2010). Probablement, aquest podria ser un mecanisme
alternatiu pel qual ’ADO pot tenir un efecte protector en la depressid sota aquestes
condicions experimentals.

Per un altra banda, hi ha estudis publicats que descriuen que 1’activacio tonica del
receptor inhibitori A; i/o el receptor facilitatori A, esta regulada per la concentracié de
nucleosid en la sinapsi (Correia-de-Sa i cols., 1996). Els parametres d’estimulacio del
terminal nerviés (la freqiéncia, la duracio del puls i la duracié del tren) determinen la
quantitat de transmissor i/0 modulador alliberat i, ha sigut proposat durant molt temps com
una caracteristica important en el control sinaptic (Correia-de-Sa i cols., 1996). En estudis
amb técniques de radioisdtops on es mesura I’alliberacio evocada de [*H] acetilcolina tot i
sent, técniques diferents a les utilitzades en aquest treball, s’han observat resultats similars
(Timéteo i cols., 2003). En trens curts d’estimulacio (a 5 0 50 Hz, durant 250 polsos) o bé,
en trens curts de 5 Hz on seguidament s’ha estimulat a 50 Hz, tant ’ADA com el bloqueig
selectiu del receptor A; aixi com, el bloqueig selectiu del receptor A,» no modifiquen
I’alliberaci6 evocada. S’ha suggerit que agquestes condicions d’estimulacié son inapropiades
per generar nivells d’ADO endogena suficients i necessaris per activar als receptors
presinaptics. En canvi, després del precondicionament tetanic, és a dir, primer una
estimulacié a 50 Hz (250 polsos) i immediatament després una estimulacié a 5 Hz (250

polsos), el bloqueig del receptor A;p o bé ’ADA (0.5 U/ml) augmenten 1’alliberaci6
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evocada de [°H] acetilcolina, mentre que el bloqueig del receptor A; té una petita acci6
inhibitoria (Timéteo i cols., 2003). A més, s’ha proposat que el control en la transmissio
neuromuscular per ’ADO endogena requereix un llindar de concentracié de nucleosid, el
qual pot ser influenciat pel paradigma d’estimulaci6é (Correia-de-Sa i cols., 1996). Per un
altre banda, en experiments on hi ha una prolongaci6 del puls (de 40 usa 1 ms a 5 Hz de
freqiiéncia) o bé un augment en la freqiiencia d’estimul (d’1 Hz a 50 Hz durant 40 ps) s’ha
observat que Il’agonista del receptor A,n (CGS-21680C de I’anglés 2-[4-(2-p-
carboxyethyl)phenylamino]-5 -N-ethylcarboxamido adenosine) té un efecte excitatori,
mentre que I’efecte inhibitori de I’agonista del receptor A; [°H]-RPIA (de I’anglés R-N6-
phenylisopropyl adenosine) es veu significativament atenuat (Correia-de-Sa i cols., 1996;
Oliveira i cols., 2004). A més, s’ha trobat que I’addicié de I’ADO a concentracions molt
altes (500 uM), té un efecte facilitatori. S’ha suggerit que prolongant els polsos individuals
o augmentant la freqiiéncia d’estimul en el nervi terminal poden influenciar en la formacié
d’ADO endogena, la qual pot potenciar la facilitacié tonica de I’acetilcolina donada pel
receptor A,,, mentre que 1’activacio del receptor inhibitori A; es pot tornar menys efectiva
(Correia-de-Sa i cols., 1996; Timéteo i cols., 2003; Oliveira i cols., 2004). Probablement,
aquesta diferéncia de resultats obtinguts pot ser donada per la tecnica i el paradigma

d’estimulacio utilitzat.

7. _PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN L’ACTIVITAT
SINAPTICA EVOCADA A 100 Hz

Els resultats evidencien que el mecanisme purinérgic sembla estar implicat en
protegir la funcié sinaptica durant una activitat repetitiva, a més s’ha investigat el seu
possible efecte a alts nivells d’activitat (trens a 100 Hz, durant 2 minuts) on la producci0
d’ADO endogena es veu augmentada. En aquestes condicions, s’ha observat que ni el
bloqueig complet dels receptors d’ADO (8-SPT), ni I’addicié de I’ADO exogena poden
canviar la magnitud de la depressi6 sinaptica. El fet que el blogueig no selectiu (amb el 8-
SPT) no tingui efecte en la depressio, indica que quan aquests receptors no estan operatius,
la depressi6 no augmenta. Una possible explicacié és que pot haver un conjunt de
moduladors (acetilcolina) i autoreceptors (MAChRS) que poden substituir als receptors
d’ADO en el control de la depressio (veure una recent revisid del nostre laboratori Tomas i
cols., 2014). Alternativament, I’ADO endogena pot desplagar a I’antagonista 8-SPT dels

receptors d’ADO tenint un efecte protector en la depressio, ja que com s’ha mostrat en els
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experiments de trens d’estimulacio a 40 Hz I’ADO té un efecte protector en la depressio.
Aixi mateix, el fet que ’ADO exogena no modifiqui la depressio, pot ser que aquesta ADO
addicional pot trobar als receptors ocupats o dessensibilitzats per I’ADO endogena. Donat
que en aquestes altes freqliéncies d’estimulaci6 fa que augmenti la concentracié d’ADO en
la fenedura sindptica evitant I’efecte de I’ADO exogena addicional. A més, s’ha observat
que I’inhibidor selectiu del receptor A; (DPCPX) no afecta a la depressio, mentre que la
inhibicid del receptor Aya (SCH-58261) redueix fortament la depressid. Aixi mateix, s’ha
evidenciat que la inactivacié de ’ADO endogena mitjangant 1’addicié de ’enzim ADA
augmenta fortament la magnitud de la depressid (veure figura R.22 de l’apartat de
Resultats). Aquest fet, que indica que la produccié de ’ADO endogena en la fenedura
sinaptica en aquestes condicions, pot ser suficient per reduir la magnitud de la depressio, i
que aquesta ADO endogena a alts nivells d’activitat pot interaccionar amb els receptors A;
per reduir la depressio (veure la figura D.2).

En el cas del sistema nervids central hi ha altres investigadors que han descrit un
comportament similar de I’ADO amb el receptor d’ADO A, i la transactivacio del TrkB en
determinades condicions. Com s’ha mencionat anteriorment en aquest treball, Diégenes i
col-laboradors al 2004 han descrit que ’activacié del receptor A, pot representar un
requisit crucial pel funcionament del factors neurotrofics en les sinapsis mitjancant estudis
d’electrofisiologia en llesques de I’area CA1 de I’hipocamp de rata (Diégenes i cols., 2004).
Atés que el receptor d’ADO Ay té la capacitat de transactivar al receptor TrkB en abséncia
de la seva corresponent neurotrofina (Lee i Chao, 2001) i pot desencadenar I’accid
excitatoria del BDNF sobre la transmissié sinaptica (Diégenes i cols., 2004, 2004;
Pousinha i cols., 2006; Tebano i cols., 2008). Diégenes i col-laboradors al 2007 evidencien
que la coaplicaci6 del BDNF i del CGS-21680 no facilita els efectes del BDNF. La falta de
I’efecte de la potenciacié del CGS-21680 suggereix que ’estat d’activacid del receptor App
esta garantida per I’ADO end0gena podent ser suficient per a que es manifesti els efectes
del BDNF. D’acord amb aquesta troballa Fontinha i col-laboradors al 2008 han evidenciat
que I’activacié del receptor A,a fracassa la facilitacié del LTP induida pel BDNF en la
regido CAl de I’hipocamp. Pero quan ’ADO endogena és inactivada amb 1’enzim ADA, i
d’aquesta manera no esta tonicament activat, el CGS-21680 té la capacitat de facilitar
’acci6 del BDNF en LTP (Fontinha i cols., 2008). D’aquesta manera s’ha demostrat que la
activacio selectiva del receptor A, esta criticament implicada en la modulacié del BDNF
en LTP en I’area CA1 de I’hipocamp (Tebano i cols., 2010). Per tant, tal i com succeeix

amb els receptors de les neurotrofines en el sistema nervids central i en la NMJ,
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possiblement potser que I’ADO endogena interaccioni amb els receptors d’ADO 1 eviti
I’efecte de I’ADO exdgena.

En resum, sembla ser que I’ADO endogena pot protegir la depressié sinaptica
principalment a través de 1’estimulacié del receptor A; durant una intensa activitat
sinaptica, mentre que el receptor A, sembla modular la resposta del receptor A;. No esta
clar si la reduccié de la depressidé pot ser una simple conseqiiéncia d’una reduccié de
I’alliberacio a través dels receptors d’ADO. De fet, ’ADO redueix la freqiiéncia dels
mEPPs pero no el contingut quantic dels EPPs. I I’estimulacié amb la CADO (10 pM)
redueix el contingut quantic pero no afecta a la freqiiencia dels mEPPs.

En la literatura hi ha estudis amb trens d’alta freqiiéncia d’estimul realitzats amb
un protocol diferent (trens d’estimul a 100 Hz durant 400 ms cada 2 minuts, en preséncia
d’altes concentracions de Ca+2) en el model neuromuscular d’amfibi (Searl i Silinsky, 2003).
Aquests estudis mostren que I’ADO té un efecte inhibitori. S’ha suggerit que I’ADO actua
en un estadi més tarda durant el procés de secrecid, al reduir el nombre de primed vesicules
(procés en el qual les vesicules estan sotmeses a un procés de maduracié, per a convertir-se
en vesicules de neurotransmissor competents per a ser alliberades) degut a una baixa
afinitat pel Ca d’un component de ’aparell de secreci6 (Silinsky, 1981, 1984, 1985). Per
tant, aquest autors evidencien que ’efecte de ’ADO es reflexa com una reduccié de les
vesicules primed amb el suficient Ca* unit als sensors de Ca** per promoure el procés
d’exocitosi (Searl i Silinsky, 2003).

| @=P More depression &b 0
@=p Frotaction

ACh
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Figura D.2. Participacié dels receptors d’adenosina en D’activitat sinaptica evocada a 40 i 100 Hz. Els
receptors d’ADO estan implicats en el control de la depressio. A freqiiéncies moderades d’estimulacié (40 Hz
durant 2 minuts) I’ADO endogena (ADOen) conjuntament amb I’ADO exogena (ADOex) té un efecte protector en
la depressid sinaptica, degut a un treball col-laboratiu de dos 0 més subtipus de receptors d’ADO. No obstant,
I’ADOen no pot reduir la depressio, el que suggereix que la produccioé de I’ADOen potser insuficient en aquestes
condicions. L’efecte prolongat de la CADO (10 uM) té un efecte protector (menor que I’ADOex) a través del
receptor Ay, tenint el receptor A,s un efecte modulador sobre el receptor A;. En condicions d’alta freqiiéncia
d’estimulacié (100 Hz durant 2 minuts), quan el receptor Aza es troba bloquejat, I’ADOen té un potent efecte
facilitatori a través del receptor A;. El que indica que alts ratios d’activitat I’ADOen redueix la depressio
mitjangant el receptor A;.
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8. RELACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE
SENYALITZACIO EN L’ALLIBERACIO EVOCADA

Com s’ha descrit en la Introduccid els receptors d’ADO son pleioentropics,
tenen la capacitat d’acoblar-se a diferents proteines G i a diferents sistemes de traduccio,
d’acord amb el seu grau d’activacio i la seva particular localitzacio cel-lular en diferents
tipus cel-lulars (Cunha, 2005). Per tant, I’activacio dels receptors d’ADO influeix en ’accid
d’altres neurotransmissors i neuromoduladors indirectament, comportant-s¢ cCOm un
modulador de moduladors ja que el funcionament de molts sistemes neuromoduladors
presinaptics estan sota el control concis dels receptors d’ADO (Queiroz i cols., 2003).
Donat que I’ADO usa vies habils per participar en aquestes funcions, funciona com un
“ajustador” 1 en aquestes vies contribueix a una interaccié sofisticada entre els propis
receptors d’ADO i els receptors d’altres neuromoduladors i neurotransmissors, inclus tenint
la capacitat de transactivar altres receptors (Sebastido i Ribeiro, 2000; Lee i Chao, 2001;
Didgenes i cols., 2004) i modular esdeveniments en la plasticitat sinaptica (de Mendoga i
Ribeiro, 2001). Per aquest motiu, s’ha analitzat la relacié dels receptors d’ADO en diferents
vies de senyalitzacid implicades en el control de la neurotransmissié, mantenint en tot
moment la funcio sinaptica preservada i operativa (bloquejant la contraccié amb la u-CgTx
GIIIB).

8.1 Relacio dels receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en la

neurotransmissio

En estudis previs en el nostre laboratori, s’ha descrit que la funcié muscarinica
general contribueix al manteniment de la generacidé espontania d’acetilcolina. La funcié
muscarinica preserva la funcié sinaptica per una disminucid de I’alliberacié evocada
principalment per part del receptor M2 i redueix la magnitud de la depressié (Santafé i
cols., 2003, 2006; Garcia i cols, 2005; Tomas i cols., 2014). Tot i que els receptors d’ADO i
els mAChRs intervenen de forma diferent en ’alliberacié evocada, s’ha proposat estudiar si
hi ha una possible interaccié entre els autoreceptors metabotropics presinaptics purinérgics
(P1Rs) i els muscarinics (MAChRs) en la neurotransmissié evocada i en la depressio
sinaptica.
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8.1.1 Efecte entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en la
neurotransmissio evocada

Els resultats obtinguts evidencien una muitua dependéncia entre els receptors
d’ADO i els mAChRs en I’alliberacié evocada. Els dos mecanismes semblen compartir la
mateixa via de senyalitzacio, donat que tant el bloqueig com I’estimulacid inespecifica dels
receptors d’ADO (prévia a la incubacio de I’inhibidor inespecific dels mAChRs, I’AT o
com a la inversa), no modifiquen el contingut quantic. L’AT no pot fer la seva funcio de
potenciar I’alliberacid. Aixi mateix, es confirma aquesta relacié amb el bloqueig inespecific
previ dels mAChRs amb I’AT i la posterior incubacié amb la CADO a concentracions
micromolars, com en la situacid inversa, no té efecte en I’alliberacié evocada. Pensem que
ni la CADO pot fer la seva funcié d’inhibir aixi com I’AT tampoc pot potenciar
I’alliberaci6 evocada (veure figura R.23 de I’apartat de Resultats).

Per un altre banda, s’ha estudiat quins subtipus de receptors d’ADO com de
muscarinics (M1 i M2) es troben implicats en la modulacié de 1’alliberacié evocada. S’ha
observat que els receptors d’ADO estan relacionats amb els mAChRs del tipus M1 i M2. El
bloqueig inespecific com I’especific (8-SPT, DPCPX, SCH-58261) aixi com, 1’estimulaci6
inespecifica amb I’ADO (25 pM), i la posterior incubaci6é amb els bloquejadors muscarinics
selectius (pirenzepina, PIR o metoctramina, MET) no afecten a ’alliberacié evocada (veure
la figura R.24 de I’apartat de Resultats). Aix0, suggereix que la participacié del mecanisme
muscarinic depén en certa manera de la permissié de la via purinergica i viceversa, donat
que pel funcionament normal dels mMAChRs es necessita un bon equilibri del conjunt dels
receptors d’ADO. Aixi mateix, la modulacié dels mAChRs no permet I’acoblament dels

receptors d’ADO en I’alliberaci6 evocada (figura D.3).
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figura D.3. Relacio entre els receptors d’adenosina i els muscarinics en I’alliberacio evocada i espontania. La
inhibicié entre els receptors d’ADO i [I’alliberacié evocada Unicament succeeix quan els receptors d’ADO
s’estimulen amb la CADO i en el cas de lalliberacié espontania quan s'estimula amb I'ADO ex0gena a
concentracions micromolars (fletxes vermelles) Els resultats obtinguts en el present estudi indiquen que hi ha una
absoluta interdependéncia entre els receptors d’ADO i els mAChRs en la modulacio de ’alliberacié evocada i
espontania, en condicions basals. Un desequilibri en un dels dos grups de receptors (quan un o més d’un subtipus
de receptors esta bloquejat) fa que I’altre grup de receptors es desacoblin de I’alliberacio.
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8.1.2 Relacio entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en el control de
la depressio sinaptica a 40 Hz

Veient aquesta relacid entre els receptors d’ADO i els mAChRs en la
neurotransmissié evocada (1 Hz), s’ha volgut estudiar si existeix aquesta relacié funcional
durant ’activitat sinaptica. Els resultats mostren que el mecanisme purinérgic i muscarinic
cooperen en el control de la depressi6 (trens a 40 Hz durant 2 minuts). Tot i que, el control
purinergic sembla ser més fort, perque la depressio pot ser augmentada amb 1’antagonista
8-SPT després d’un inicial augment de la depressié donat pel bloqueig muscarinic amb
I’AT. Per un altre banda, la inhibicié purinérgica inespecifica previa (8-SPT) evita I’efecte
de la segona incubacid del bloquejador muscarinic (I’AT), el que suggereix que
possiblement pot haver una transactivacié entre els receptors muscarinics i purinergics
(veure figura R.25 de I’apartat de Resultats). Analitzant la literatura, s’ha descrit que
aquest receptors poden transactivar als receptors tirosines quinases. Per exemple, en
cél-lules HEK-293T, el epidermal growth factor receptor (EGFR) és torna actiu i dimeritza
a través d’una via regulada pel receptor M, requerint I’activacidé de la PKC
independentment del epidermal growth factor (EGF). Aixo indica que la transactivacio
d’EGFR és un component significatiu en una via per la qual M1 pot modular els canals
Kvl1.2 (Tsai i cols., 1997). Per un altre banda, I’ADO o ’addici6 del seu agonista selectiu
CGS-21680 pot activar als receptors Trk a través del receptor A, independentment de la
uni6 de la seva corresponent neurotrofina per activar la resposta trofica en motoneurones
(Lee i Chao, 2001; Rajagopal i cols., 2004; Wiese i cols., 2007). A més, s’ha observat que
I’ADO no pot reduir la depressio en preséncia de I’AT aixi com, I’AT no pot augmentar la
depressié després de la preincubacié de ’ADO. El que suggereix que I’ADO endogena (o
bé, conjuntament amb 1’exogena) té un efecte protector en la depressié impedint 1’accié
inhibitoria de I’AT. A la figura D.4 es resumeixen els principals resultats i conclusions
d’aquest apartat.

Resultats semblants als obtinguts en aquest treball han sigut descrits, en altres
articles publicats on també s’ha descrit una relacié funcional entre els receptors mAChRs
(M1 i M2) i els receptors d’ADO (Hamilton i Smith, 1991; Oliveira i cols., 2002, 2015;
Oliveira i Correia-de-Sa, 2005). Amb teécniques de radioisotops per mesurar 1’alliberaciod
evocada de [°H] acetilcolina, a baixes freqiiéncies d’estimulacio (trens de 5 Hz), el receptor
M1 esta completament actiu. Les funcions dels receptors M2 i A, estan reprimides, el flux
d’acetilcolina esta controlat per la formacio de petites quantitats d’ADO actuant per la via

inhibitoria del receptor A;. Pero, la neuromodulacié canvia a altes frequiencies (dispars a 50
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Hz). En aquestes condicions han postulat que hi ha una activacio tonica del receptor Aja
que afavoreix la inhibicio tonica del receptor M2 frenant I’acci6 oposada del receptor M1
(Oliveira i cols., 2002, 2015; Oliveira i Correia-de-Sa, 2005). Per tant, el flux d’ADO des
del nervi terminal actiu (a través del receptor A;) pot estar acoblada per reduir la funcio del
receptor M2, podent sent la via intracel-lular de I’adenilat ciclasa en comt (Oliveira i cols.,
2009). A més, I’ADO i I’acetilcolina semblen actuar d’una manera similar, no-additiva per
disminuir les corrents de Ca* via inhibitoria (AR i M2), els quals comparteixen la via en

comu de la proteina G susceptible a la toxina pertussis (Hamilton i Smith, 1991).
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Figura D.4. Relacié entre els receptors d’adenosina i els muscarinics en el control de la depressié sinaptica a
40 Hz. El mecanisme purinérgic i muscarinic cooperen en el control de la depressié. No obstant, si els mMAChRs
son bloquejats (AT), els receptors d’ADO (AR) poden continuar protegint contra la depressié (el 8-SPT evita
aquesta proteccio) gairebé al maxim de capacitat (’ADO addicional no augmenta aquesta proteccio).
Reciprocament, si els ARs son inhibits o estimulats, els mMAChRs es desacoblen del mecanisme del control de la
depressio (I’addicional inhibicié amb I’AT no canvia la mesura dels ultims EPPs en un tren). Per tant, el control
purinergic de la depressio sembla ser més potent que el control muscarinic (en les condicions del present estudi).

Aixi mateix, amb la mateixa tecnica del radioisotop perd amb un altre model
d’estudi s ha descrit una possible interaccid entre el receptor d’ADO A, i el receptor tipus
M3 (Vieira i cols., 2009). En el sistema nerviés mientéric de rata, en trens de freqiiéncia a 5
Hz (750 polsos) s’ha observat que el receptor facilitatori M3 depén del flux d’ADO
promovent 1’activacié del receptor facilitatori A,a. En aquestes condicions, el bloqueig
selectiu del receptor A, amb el seu antagonista ZM241385, la inhibicié del transport
d’ADO amb dipyrimole o bé la inhibicio de I’ecto-5’-nucleotidasa amb concanavalin A,
atenuen 1’efecte inhibitori causat per 1’antagonista del receptor M3 (4-DAMP de I’anglés
1,1-Dimethyl-4-diphenylacetoxypiperidinium iodide) i bloquegen I’efecte facilitatori de la

oxotremorina en 1’alliberaci6 de [3H] acetilcolina (Vieira i cols., 2009).
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8.2 Relacié entre receptors d’adenosina i les serina/treonina quinases (PKA i PKC) en

la neurotransmissié evocada

Varis receptors de la membrana axonal es troben acoblats a vies intracel-lulars que
convergeixen a un repertori de quinases efectores que estan implicades en 1’exocitosi del
transmissor. Un exemple d’aquestes quinases son les proteines quinases PKA i PKC (West
i cols., 1991; Numman i cols.,1994; Tanaka i Nishuzuka, 1994; Byrne i Kandel, 1996;
Catterall, 1999a; Santafé i cols., 2005, 2006, 2007). En aquesta tesi, s’ha estudiat la
possible relacié funcional de les serina/treonina quinases PKA i PKC amb els receptors
d’ADO en el control de la neurotransmissi6 evocada. A les figures D.5 i D.6 es resumeixen
els principals resultats i conclusions d’aquest apartat.

S’ha descrit que els receptors d’ADO modulen 1’activitat de la via de senyalitzacid
de la PKA (Schulte i Fredholm, 2002; Fredholm i cols., 2003). L’acoblament tonic de
I’activitat de la PKA per promoure ’alliberacié d’acetilcolina (el qual és inhibit per I’'H-89)
va ser mantingut després de que els receptors d’ADO van ser inhibits o estimulats. No
obstant, en cap d’aquestes condicions pot influenciar a I’activitat de la PKA en augmentar
I’alliberacié d’acetilcolina amb 1’agonista Sp-8-BrcAMP, la qual cosa suggereix que
treballa proxim al seu nivell maxim (figura D.5 i veure la figura R.26 de ’apartat de
Resultats). En preséncia de I’ADO exogena hi ha tres condicions que coincideixen: (1) els
ultims EPPs d’un tren de 2 minuts a 40 Hz sén més grans que en el control (menys
depressid); (2) la PKA s’acobla tonicament per potenciar I’alliberacié (I’alliberacié és
reduida per I’H-89); i (3) la PKA no pot ser estimulada encara més amb el Sp-8-BrcAMP,
en aquestes condicions. Per tant, la PKA pot treballar a prop del seu limit superior
d’activitat per modular la reduccié de la depressio. En preséncia del 8-SPT (antagonista
inespecific dels receptors d’ADO), els ultims EPPs del tren son més petits que en el control
(més depressid) i I’acoblament tonic de la PKA a I’alliberacié evocada (modulacié del
contingut quantic) tampoc pot ser estimulat en aquest cas, el que suggereix una parcial

inhibicio en I’abséncia de la funcié dels receptors d’ADO.
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Figura D.5. Relacio entre els receptors d’adenosina i les serina/treonina quinases (PKA i PKC) en la
neurotransmissié evocada. (Peu de figura de la pagina anterior). Quan els receptors d’adenosina (AR) es troben
bloguejats (8-SPT), la PKA esta acoblada encara que no pugui ser addicionalment estimulada pel Sp-8-BrcAMP
(partial dependence), el que suggereix que pot treballar a prop de la seva capacitat. No obstant, 1’acoblament de la
PKC en condicions regulades, en les quals 1’acoblament pot ser induit per altes concentracions de Ca*?, amb
activitat continua a 1 Hz i amb I’estimulacié amb PMA, ’acoblament és completament evitat (full dependence).
La fletxa de PKA a PKC representa certa dependéncia de PKC sobre ’activitat de PKA en el bon control de
I’alliberacio acetilcolina (ACh) préviament descrit (Santafé i cols., 2009). La fletxa de PKA a ACh representa
I’acoblament tonic de la quinasa a I’alliberacio, mentre que la fletxa discontinua de PKC cap a ACh indica que
I’acoblament de la PKC a I’alliberacio ACh succeeix en certes condicions regulades.

m—p Stimulation
s Inhibition

Ach
inthecleft

>

Figura D.6. Participaci6 de la proteina quinasa C (PKC), proteina quinasa A (PKA) i els receptors
muscarinics (mAChRs) en I’alliberacié de neurotransmissié. (1) Mecanisme muscarinic. El bloqueig selectiu
dels mAChRs tipus M1 i M2 mostren dos funcions diferents i oposades (augment-reduccid, respectivament). No
obstant, finament equilibrats, els receptors M1-M2 operen en un mecanisme que modula I’alliberacié de la
transmissio en la NMJ adulta de rata. El resultat final, no obstant, en general pot ser una funcié conservativa per la
limitacié del mecanisme de potenciacié (probablement, el funcionament complet de la via nimero 2 en el
diagrama). Els mecanismes dels receptors M1 i M2 depenen de la normalitat funcional de PKC, PKA i dels canals
de calci dependents de voltatge (VDCC) tipus P/Q. (2) La participacié de PKC. Quan la PKC esta estimulada,
aquest augment en 1’alliberacié ve de la integritat funcional dels canals P/Q que és mantinguda per la suficient
entrada de Ca*®. Una diana de la PKC pot ser els canals de Ca*? per si mateix. En condicions sinaptiques normals,
la PKC no contribueix tonicament a potenciar 1’alliberacio perque el bloqueig de la PKC (CaC) no disminueix el
contingut quantic. No obstant, la PKC pot ser inhibida per la CaC (via 1 en el diagrama) en determinades
circumstancies, quan hi ha una implicacié dels mAChRs com un desequilibri dels receptors M1 i M2 donat pel
bloqueig selectiu d’aquests receptors. Per tant, ambdos mAChRs estan acoblats a/i poden estimular a la PKC
(nimeros 3 i 5 en el diagrama), encara que aquest acoblament no és operatiu i la PKC no treballa quan el
funcionament sinaptic normal esta amb un bon equilibri del mecanisme muscarinic. A més, amb el bloqueig
d’ambdés mAChRs (AT), la PKC pot ser inhibida per la CaC i augmenta I’alliberacié. Aquest fet, suggereix un
desemmascarament del no efecte dels mAChRs sobre la PKC en la modulacié de I’alliberacié (probablement, la
via 7 en el diagrama). (3) La participacié de la PKA. L’estimulacié de la PKA (Sp-8-BrcAMP) indueix un
augment en l’alliberacié. Improbable per la PKC, en condicions normals la funci6 sinaptica de la PKA pot
contribuir a potenciar I’alliberacio (ndmero 2 en el diagrama) perqué el bloqueig d’aquesta quinasa (H-89) pot
reduir I’alliberaci6 de transmissor. No obstant, el bloqueig dels receptors M1 o M2 redueix I’efecte tonic de la
potenciacié de I’alliberacié donada per la PKA. Per tant, ambdos mAChRs estan acoblats a/i poden inhibir a la
PKA (vies nimeros 4 i 6), encara que en condicions normals sense un desequilibri muscarinic aquest acoblament
sembla ser inefectiu, perqué s’ha demostrat que la PKA té un component potenciador en I’alliberacio. La
potenciacio de I’alliberacio a través de la PKA també succeeix quan ambdés mAChRs son bloquejats amb I’AT, el
que suggereix el desemmascarament d’una no estimulacié muscarinica sobre la PKA (nimero 8 en el diagrama).
Figura adaptada de la publicacio6 de Santafé i cols. (2006).
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No obstant, 1’acoblament de la PKC en 1’alliberaci6 només es dona en diverses
condicions, com per exemple, en preséncia de concentracions d’alt Ca*? durant una
activitat continua a 1 Hz o bé amb I’estimulaciéo del PMA (Santafé i cols., 2006, 2007;
Besalduch i cols., 2010). Aquest acoblament és completament evitat amb el bloqueig o
I’estimulacid prévia dels receptors d’ADO (veure figura D.5). En aquest treball es conclou
que I’activitat d’acoblament de la PKC a I’alliberacié evocada necessita un equilibri normal
dels receptors d’ADO (veure figures R.27 i R.28 de I’apartat dels Resultats). Tot i que, les
relacions descrites s6n molt complexes i poden haver diverses explicacions alternatives,
una conclusié important que s’evidencia en aquest treball és que potser el bloqueig dels
receptors d’ADO desacobla a la PKC de la modulacié de I’alliberacié evocada
d’acetilcolina. Aquest desacoblament, pot augmentar la depressié sinaptica en aquestes
circumstancies, perqué quan la PKC es troba acoblada, I’alliberacié d’acetilcolina és
potenciada (Santafé i cols., 2005, 2006, 2007, 2009) (veure figura D.6). No obstant, s’ha
descrit que 1’acoblament de la PKC és necessari pel funcionament dels mAChRs (Santafé i
cols., 2006, 2007, 2009), i després del bloqueig dels receptors d’ADO i en conseqiiéncia es
desacobla la PKC, i els mAChRs no poden funcionar. Aixi mateix el bloqueig dels
MAChRs acobla a la PKC en I’alliberacid i aixo fa que es pugui augmentar la mida de
I’EPP amb el resultat dels recursos quantics destinats a augmentar els ultims EPPs en el tren
seran rapidament utilitzats. Per tant, I’AT augmentara la depressio.

Altres treballs publicats, corroboren els resultats obtinguts en aquesta tesi on
també han trobat una interaccié entre les serina/treonina quinases (PKA i PKC) i els
receptors d’ADO. En la NMJ de rata, s’ha observat que el bloqueig selectiu previ de la
PKA amb I’H-89, evita 1’efecte excitatori descrit de 1’agonista selectiu del receptor Ajpp
(CGS-21680) (Pousinha i cols., 2006), en preparacions pretractades amb d-tubocurarine.
S’ha suggerit, que ’activacio del receptor A,a, com per exemple en una situacio de
despolaritzacié on els nivells d’ADO augmenten, s’acobla a 1’adenilat ciclasa promovent un
augment de la formacié de cAMP, seguida d’una activacio de la PKA (Pousinha i cols.,
2006). Per un altre banda, com abans s’ha mencionat en la NMJ de ratoli, el metabolit
inosina estableix una inhibicié de I’alliberaci6 d’acetilcolina on també es troba implicat en
aquest efecte la PKC i la calmodulina (Cinalli i cols., 2013).

A diferéncia dels resultats obtinguts en aquest estudi, a la bibliografia s’ha descrit
que en la NMJ d’amfibi 1’acci6 inhibitoria de I’ADO a concentracions micromolars (25-250
uM) i en preparacions tractades amb d-tubocurarine (Ginsborg i Hirst, 1972; Ribeiro i

Walker, 1975; Pousinha i cols., 2010) és independent del mecanisme de les proteines PKA
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i PKC. Aix0 és degut a que en preséncia o en abséncia de I’inhibidor no selectiu de
diferents proteines quinases (PKA, PKC i PKG), I'H7 (de langlés 1-(5-
isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine; Hidaka i cols., 1984), I’ADO disminueix
I’alliberacid evocada (Hirsh i cols., 1990). En canvi, en situacions on s’ha evitat la
contracci6 amb altes concentracions de Mg*? en la solucié fisiologica, ’ADO a
concentracions micromolars no presenta diferéncies significatives en ’efecte inhibitori
préviament descrit de I’ADO en preséncia i en abséncia de ’inhibidor de la PKC
(polymixin B) i I’activador de la PKC (el forbol eéster PDAc de I’anglés Phorbol diacetate)
el qual atenua I’efecte inhibitori de ’ADO (1-3 puM) i del seu analeg CADO (0.1-3 pM)
(Sebastido i Ribeiro, 1990). Com s’ha comentat, ’H7 és un inhibidor no selectiu que
blogueja a les quinases PKA, PKC i PKG amb potencies similars (Hidaka, 1984).
Probablement, el propi bloqueig inespecific d’aquestes proteines quinases pot desacoblar a
les proteines quinases de 1’alliberacié sense tenir efecte sobre els receptors d’ADO, donat
que s’ha descrit interaccions entre les serina/treonina quinases en el control de la
neurotransmissio. Un exemple, és la dependéncia que té la PKC de I’activitat de la PKA
(Santafé i cols., 2009). A més, com s’ha mencionat anteriorment en la Introduccio, s’ha
descrit que les serina/treonina quinases no tenen efecte en preséncia de Mg*?, perqué el
Mg*? desacobla a les quinases PKA i PKC de la neurotransmissié evocada degut a una
disminuci6 de I’entrada del Ca*? (Santafé i cols., 2007).

En el sistema nervios central, també s’ha descrit una relacid entre la PKA i la PKC
i el receptor d’ADO Aa. Classicament s’ha descrit que el receptor A, esta acoblat a la via
de traducci6 adenilat ciclasa/cAMP (Fredholm i cols., 1994). L’activaci6 del receptor A,a
pot estar acoblat a diverses proteines G i la seva activaci6 pot influenciar com a minim a
dues proteines quinases (PKA i PKC). En uns estudis electrofisioldgics en vies
colinérgiques hipocampals, s’ha descrit que [’efecte facilitatori en 1 alliberacid
d’acetilcolina donat pel receptor A,n depeén de I’activacié de la via cAMP/PKA. S’ha
observat que la inhibicio de la PKA (amb 1’H-89) atenua I’efecte facilitatori del receptor
A,a i el bloqueig de la PKC amb bisildolymaleimide, no evita I’efecte de 1’agonista CGS-
21680 per facilitar 1’alliberacié d’acetilcolina. Aquest estudi proposa que I’efecte
facilitatori del receptor A,a requereix 1’activacio de la via adenilat ciclasa/cAMP/PKA més
que la via de la PKC (Rebola i cols., 2002). No obstant, tot i que no s’han trobat evidéncies
de la participacio de la PKC en I’alliberacié evocada d’acetilcolina dels nervis terminals
hipocampals, no s’ha descartat un paper menor de la PKC quan la via de la PKA esta

bloquejada, com s’ha vist que passa en els nervis terminals de 1’estriat (Gubitz i cols.,
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1996). Pel contrari, en estudis de registres de fEPSP han observat que la facilitacié de
I’activacio del receptor A,a en la transmissié sinaptica hipocampal i1 1’atenuacié del
receptor inhibidor A;, la PKC esta més implicada que el sistema de traduccié de la PKA
(Cunha i Ribeiro, 2000). Aixi mateix, s’ha vist que I’activacid del receptor A,a facilita
I’activitat dels transportadors d’ADO per un mecanisme dependent de ’activitat de la PKC
en I’hipocamp, el qual pot modular els nivells disponibles de I’ADO per activar al receptor

A; (Pinto-Duarte i cols., 2005).

8.3 Relacié entre els receptors d’adenosina i els canals calci dependents de voltatge

(VDCC) en la neurotransmissié evocada

Préviament, s’ha demostrat que I’w-Aga IVA inhibeix les corrents presinaptiques
de Ca* i Ialliberaci6 d’acetilcolina induida per I’electricitat o per la despolaritzacié donada
pel K* en la NMJ de mamifer (Protti i Uchitel, 1993; Bowersox i cols., 1995; Losavio i
Muchnick, 1997). A més, en la NMJ hi ha diversos estudis que mostren que els canals P/Q
sén els principals canals d’entrada de Ca* i reguladors de Ialliberacié de transmissor
(Protti i Uchitel, 1993; Mynlieff i Beam, 1994; Santafé i cols., 2001). Hi ha diversos estudis
previs en el nostre laboratori on s’ha descrit la relacio entre els VDCCs i altres molécules
implicades en el control de la neurotransmissio com els mMAChRs i les proteines PKA i
PKC (Santafé i cols., 2003, 2005, 2006, 2007). Per aquest motiu, un dels objectius
d’aquesta tesi ha sigut estudiar la possible relacié funcional dels receptors d’ADO i els
VDCCs en el control de la neurotransmissié evocada. Els resultats mostren que el blogueig
previ dels canals P/Q i la segona incubacié amb I’ADO potencia I’alliberacié evocada de
I’acetilcolina. El bloqueig dels canals P/Q pot beneficiar als receptors d’ADO de tal forma
que I’ADO exogena pot potenciar 1’alliberaci6. Encara que com s’ha vist experimentalment
en I’experiment reciproc, ’efecte de ’w-Aga IVA en presencia de I’ADO, té el mateix
efecte que I’w-Aga IVA de manera independent que en condicions basals. Aixi mateix, en
un experiment addicional realitzat en el nostre laboratori, s’han bloquejat préviament tots
els receptors d’ADO amb I’antagonista 8-SPT i posteriorment, s’han bloquejat els canals
P/Q, i 'm-Aga IVA continua tenint un efecte inhibitori en I’alliberacié evocada (% de
disminucio: 52.42 + 4.15; P < 0.05, n= 3 masculs i un minim de 15 fibres per mascul). Per
tant, es pot concloure que hi ha una relacié unidireccional entre els receptors d’ADO i els
VDCCs. A més, a I’observar que el bloqueig dels canals P/Q amb 1’w-Aga podia beneficiar
als receptors d’ADO de tal forma que I’ADO exogena podia potenciar la neurotransmissio

evocada s’han realitzat els experiments de I’ADO en preséncia de Mg *? (0.5-1 mM, baixa
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entrada de Ca*?). En aquestes condicions, el Mg*? bloqueja el lloc d’entrada del Ca* de
manera competitiva en el terminal nerviés (Jenkinson, 1957; Kharasch i cols., 1981). Els
resultats mostren que no s’ha observat cap efecte en 1’alliberacié evocada (veure figura
R.29 de l’apartat de Resultats). Possiblement, ’ADO enddgena conjuntament amb
I’exdgena és suficient per evitar la inhibicié produida pel Mg*2.

Uns altres estudis confirmen la relacid entre els receptors d’ADO i els VDCCs del
tipus P/Q proposant que la inhibicié de I’alliberacié evocada donada pel receptor Aj, a
concentracions altes d’ADO (500 uM-1 mM) en preparacions tractades amb d-tubocurare,
estd associada a una disminucié de I'entrada de Ca*? a través dels canals tipus P/Q en la
NMJ de ratoli (Silinsky, 2004).

En la NMJ de rates diversos estudis han descrit que els canals P/Q sén els
principals canals d’entrada del Ca*? i reguladors de I’alliberacié de transmissor en patrons
de baixa frequéncia d’estimulacio (0.2-0.5 Hz) (Protti i Uchitel, 1993; Mynlieff i Beam,
1994; Santafé i cols., 2001). No obstant, tot i que, en estudis electrofisiologics previs en el
grup s’ha observat que els VDCCs tipus L i N no sén operatius en la neurotransmissio
evocada, hi ha estudis que suggereixen que la inhabilitat de detectar el canal tipus N en els
nervis terminals pot ser deguda a la preséncia de I’ADO endogena (Arlinghaus i Lee, 1996;
Malinowski i cols., 1997) o bé, a 1’s del d-tubocurarine que altera 1’alliberacié de
transmissor (Wilson i cols., 1995; Katz i cols., 1997). En experiments de trens d’estimulacid
de curta durada (registre de 6 EPPs a 1 i 25 Hz; seccionant les fibres musculars per prevenir
la contraccid —cut-) han observat una relacié entre els VDCCs tipus N i el receptor A;. En
aquestes condicions experimentals s’ha suggerit que els canals N sén actius, i que I’ADO
inhibeix 1’alliberacié evocada per la inhibicid dels canals N, en la NMJ de rata (Schwartz i
cols., 2003). A més, en estudis amb técniques de radioisotop per mesurar 1’alliberacid
evocada de [*H] acetilcolina han trobat una relacié entre els VDCCs tipus L i P i el receptor
A, depenent del paradigma d’estimulacio (Correia-de-Sa i cols., 2000). Aquest estudis han
mostrat que quan s’augmenta la durada de 1’estimul (de 40 ps a 1 ms, a una freqiiéncia de 5
Hz), I’efecte facilitatori de 1’activacio del receptor A, (amb el CGS-21680) contribueix a
la mobilitzacié del Ca* des dels reservoris interns, a més de la facilitacié de 1’entrada del
Ca*? a través del canal L. Els canals P que també es troben implicats (Correia-de-Sa i cols.,
2000). Per un altre banda, també s’ha establert que I’activacio del receptor Az, en la NMJ
de ratoli, per la inosina produeix una inhibicié de I’alliberacié d’acetilcolina mitjangant la

reducci6 de I’entrada de Ca*? a través dels VDCCs del tipus P/Q, on es troba implicada la
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PKC i la calmodulina en condicions en les quals s’ha alterat la maquinaria sinaptica (Cinalli
i cols., 2013).

En model neuromuscular d’amfibi, hi ha treballs que mostren que 1’efecte
inhibitori de I’ADO en 1’alliberacié evocada no esta relacionat amb la reduccié de I’entrada
de Ca* a través de I’entrada del canal N, s ha suggerit que I’ADO exerceix la seva accid en
un loc distal del locus de I’entrada del Ca*? (Silinsky, 1984; Silinsky i Solsona, 1992;
Redman i Silinsky, 1994; Huang i cols., 2002).

9. PARTICIPACIO DELS RECEPTORS D’ADENOSINA EN DIFERENTS VIES DE
SENYALITZACIO EN LA NEUROTRANSMISSIO ESPONTANIA

Segons els resultats obtinguts, s’ha mostrat que hi ha una possible relacio dels
receptors d’ADO amb les vies de senyalitzacié muscariniques, les serina/treonina quinases i
els VDCCs en el control de la neurotransmissié evocada i una relacid dels receptors d’ADO
amb els mAChRs durant una activitat sinaptica repetitiva i esgotadora. A continuacio, es
discutira la participacié dels receptors d’ADO en les diferents vies de senyalitzacié en el

control de la neurotransmissié espontania.

9.1 Relacié entre els receptors d’adenosina i els receptors muscarinics en la

neurotransmissio espontania

Com s’ha vist, el mecanisme purinérgic i el muscarinic intervenen de forma
diferent en la neurotransmissid evocada i espontania. Tot i aixi, s’ha observat que hi ha una
absoluta dependéncia dels receptors d’ADO i els mAChRs en la modulacié de 1’alliberacié
espontania, perque la preséncia dels moduladors inespecifics de I’ADO o bé de la CADO
(10 uM) i la posterior inhibici6 inespecifica dels mAChRs, aixi com la situacié inversa, no
afecta a la freqiiéncia dels mEPPs (veure figura R.30 de ’apartat de Resultats). Es a dir, en
aquestes condicions el 8-SPT no pot fer la seva funcid de potenciar 1’alliberacio espontania.
Ni ’ADO, ni I’AT poden disminuir 1’alliberaci6. Per tant, sembla haver una forta relacio
entre els receptors d’ADO i els mAChRs envers a 1’alliberacié espontania de 1’acetilcolina.
Per0, aquesta dependéncia en condicions en les quals es forca el mecanisme dels receptors
d’ADO amb la CADO (10 pM) és unidireccional, donat que I’AT en preséncia de la CADO
s’evita ’efecte inhibitori produit per I’AT, de manera que en 1’experiment reciproc aixo no
succeeix. Aprofundint en aquest estudi, s’ha evidenciat que si els receptors d’ADO estan

acoblats a la neurotransmissio espontania, els mAChRs (M1 i M2) necessiten funcionar
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regularment, i viceversa. El que indica que hi ha una absoluta interdependéncia dels
receptors d’ADO (A; i Aza) amb els mAChRs (M1 i M2) per modular 1’alliberaci6 evocada
i espontania (veure figura D.3). A l'observar-se que ni ’estimulacié inespecifica de I’ADO
(25 uM), ni el bloqueig dels receptors d’ADO (amb el 8-SPT, el DPCPX i I’'SCH-58261) i
el posterior bloqueig selectiu del receptor M1 amb la PIR o bé del receptor M2 amb la
MET, no modifiquen I’alliberaci6 espontania. Es a dir, ni ’ADO, ni la PIR i ni la MET
poden disminuir 1’alliberacié aixi com, ni el 8-SPT i ni el DPCPX poden augmentar
I’alliberacié espontania en aquestes condicions (veure figura R.31 de I’apartat de
Resultats).

Aquesta relacié no és universal, atés que en el model neuromuscular d’amfibi no
s’ha observat una relaci6 funcional entre els mAChRs tipus M2 i els receptors d’ADO A,
en el control de la neurotransmissié espontania ni en condicions fisiologiques ni
despolaritzants. S’ha suggerit, que la oclusio entre els receptors M2 i A; pot ser deguda a
una convergencia de vies intracel-lulars activades per M2 i A;R on poden tenir un efector

comu situat en una disminucié de entrada de Ca*? (Shakirzyanova i cols., 2006).

9.2 Relacid entre els receptors d’adenosina i les serina/treonina quinases (PKA i PKC)

en la neurotransmissio espontania

A diferéncia de I’alliberacié evocada, els resultats han mostrat que possiblement
no hi ha una relacié funcional entre els receptors d’ADO i la PKA, perqué el comportament
dels moduladors de D’activitat de la PKA (I’H-89 i el Sp-8-BrcAMP) sén similars als
obtinguts de manera independentment i en abséncia dels moduladors purinérgics. Per tant,
aix0 indica que I’estat dels receptors d’ADO (inhibit o estimulat) no influeix en
I’acoblament de I’activitat de la PKA en I’alliberacio espontania (veure figura R.32 de
I’apartat de Resultats).

A la literatura es troben estudis que confirmen els nostres resultats. De Lorenzo i
col-laboradors al 2004 evidencien que ’activaci6 del receptor A; amb 1’agonista CCPA
disminueix la freqiiéncia dels mEPPs. Observen que la via de senyalitzaci6 cCAMP-PKA no
participa directament en la modulacio de la secrecio espontania per I’ADO. Aquest fet es
deu a que l’efecte del CCPA en preséncia de I’H-89 indueix una inhibici6 presinaptica
similar a la donada en la situacié control, encara que en estudis previs en el sistema
neuromuscular, s’ha descrit que I’activacio dels receptors A, estan acoblats a les proteines
G no susceptibles a la toxina pertussis (classe Gj,) (Hamilton i Smith, 1991; Mynlieff i

Beam, 1994). L’activaci6 de les proteines Gj per I’ADO pot causar una inhibicié de la
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transduccio de la senyal adenilat ciclasa-cAMP, promovent una inactivacié dels VDCCs
tipus L, com passa en altres cél-lules (Ebersolt i cols., 1983; Linden, 1991; Zink i cols.,
1995).

Els estudis que hem realitzat per la PKC en I’alliberaci6 espontania evidencien que
I’activacio amb el potenciador PMA en preséncia dels agents purinérgics (8-SPT, ADO (25
uM), DPCPX i CGS-21680), produeixen una potenciacié de I’alliberaci6 espontania, pero
menor que el propi efecte del PMA en condicions control. No obstant, I’estimulacio
selectiva del receptor A; amb I’agonista selectiu CCPA i la posterior addicié del PMA
potencia I’alliberaci6 espontania, perd en aquest cas ho fa en major magnitud que la que ho
fa el PMA en abséncia dels moduladors purinérgics. Aixd, podria suggerir una possible
relacio entre els receptors d’ADO i I’activacio de la PKC. A més, la inhibicid selectiva del
receptor A, amb I’antagonista SCH-58261 i la posterior activacié de la PKC amb el PMA
no modifica la freqiiéncia dels mEPPs, donat que com préviament s’ha vist el bloqueig del
receptor A, no modifica la frequencia dels mEPPs al no participar en I’alliberaci6
espontania (veure la figura R.33 de I’apartat de Resultats).

A més, en el nostre laboratori s’ha descrit que per tal que la PKC pugui acoblar-se
a I’alliberaci6 evocada i pugui ser inhibida per la CaC s’han de donar diverses condicions.
Es necessari que el seu acoblament pugui ser induit (augmentant la concentracié de Ca** (5
mM) en la solucio6 fisioldgica, durant una activitat continua a 1 Hz o bé amb 1’estimulacié
del PMA (Santafé i cols., 2006, 2007; Besalduch i cols., 2010). Per tant, tal i com s’ha
comentat en I’apartat dels Resultats, per fer I’estimaci6 del contingut quantic s’han registrat
simultaniament els EPPs i els mEPPs en aquestes dues condicions d’acoblament en la
neurotransmissié evocada (a 1 Hz i amb Ca'™). No obstant, en aquestes condicions, el
bloqueig de I’activitat de la PKC amb la CaC no modifica la freqiiéncia dels mEPPs. Els
resultats mostren que en condicions de continua activitat sinaptica (a 1 Hz), el bloqueig
inespecific previ amb 1’antagonista 8-SPT i la posterior incubaci6 amb la CaC augmenta
lleugerament 1’alliberaci6 espontania de 1’acetilcolina, mentre que la CaC en preséncia de
I’ADO (25 pM) no afecta a 1’alliberacio espontania. Per un altre banda, la inhibicié amb el
8-SPT com I’estimulacié amb I’ADO (25 pM), en preséncia d’altes concentracions de Ca*?,
i la posterior incubacido amb I’inhibidor CaC potencia la freqiiéncia dels mEPPs (veure
figura R.34 de I’apartat de Resultats). Com es veu, es pot observar una diversitat de
resultats tot i que son experiments similars perod en condicions diferents: I’activitat continua
a 1 Hz o I’alt Ca*™. En el cas de I’alt Ca*?, I’efecte prolongat d’aquest i6 donat que esta

present en la solucié fisioldgica conjuntament amb la preincubacidé de la substancia
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purinérgica, i I’alta concentraci6 de Ca*

utilitzada (5 mM, on possiblement és una
concentraci6 de Ca* superior que la que s’obté en condicions d’estimul continu a 1 Hz) pot
preactivar a la PKC i fer augmentar I’alliberaci6 espontania. A més, com s’ha vist en la
figura R.34 experimentalment el Ca*? a les 3 hores pot augmentar 1’alliberacio espontania.
Aleshores, es pot concloure, que 1’augment en 1’alliberacid observat pel bloqueig de
Iactivitat de la PKC en preséncia dels moduladors purinérgics en condicions d’alt Ca*? és
donat per la preactivacié de la PKC amb el Ca*? residual i no per la modulacié dels
receptors d’ADO. Possiblement, a diferéncia de la situacid anterior, on s’ha evidenciat una
relacié funcional entre els receptor d’ADO i I’activacio de la PKC, en aquestes condicions
la concentraci6 de Ca*? és suficient per activar un mecanisme paral-lel dependent del Ca*?
que quan els P1Rs es troben bloquejats o estimulats amb I’ADO, i I’activitat de la PKC es
troba inhibida faci augmentar la freqiiéncia dels mEPPs.

A diferéncia dels resultats exposats en aquesta tesi, hi ha altres autors que
demostren que no hi ha una participacid directa de la via PLC-PKC en la modulaci6 de la
secrecio espontania per I’ADO. Aquest fet és degut a que la incubaci6 prévia amb el PMA
o bé el bloqueig de la PKC amb 1’inhibidor inespecific I’H7, i la posterior incubacié amb el
CCPA indueix una disminucié de alliberaci6. Es a dir, 1’activacio o la inhibicié de la PKC
no té efecte en la depressio induida pel CCPA (descrita per alguns autors), Gnicament els
VDCCs del tipus L i a través d’un mecanisme que implica el Ca*?-calmodulina (De Lorenzo
i cols., 2004). Altres estudis electrofisiologics realitzats amb I’analeg de la ADO (la
CADO), postulen que 1’accié inhibitoria de I’ADO no succeeix com a conseqiiéncia de la
inhibici6 de la PKA, ni del bloqueig de la PKC o la PKG. Si no que proposen que I’efecte
inhibitori de I’analeg de I’ADO en la freqiiéncia dels mEPPs és degut a una disminuci6 de
I’habilitat del Ca*? per promoure el procés d’exocitosi (Silinsky, 1984, 1986; Silinsky i
Solsona, 1992) i no pel blogueig de les serina/treonina quinases (PKA i PKC) (Hirsh i
Silinsky, 2002). En canvi, en un altre treball publicat recentment, s’ha vist que el metabolit
de ’ADQO, la inosina, pot induir una inhibicié de I’alliberacié espontania per 1’activacio del
receptor Ag, i que la PKC pot estar implicada en 1’accié d’aquest nucleosid en la NMJ de
ratoli (Cinallii cols., 2013).

En el model neuromuscular d’amfibi, s’ha trobat una possible implicaci6 entre la
PKC 1 I’efecte inhibitori descrit per I’ADO. En preséncia dels inhibidors de la PKC
polymixin B o bé I’'H7, 'ADO (5 10° M) i I'estable analeg PIA (de I’anglés
phenylisopropyladenosine)  significativament  augmenta  1’alliberacié  espontania

d’acetilcolina. Inclas, quan la PKC esta activada per ’OAG (de I’anglés 1-oleoyl-2-acetyl-
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sn-glycerol) o bé pel PMA, on I’alliberacié es troba més augmentada, I’ADO encara pot
inhibir I’alliberacio. A més, I’ADA augmenta ’alliberacié de transmissor significativament

induida per 1’activacié de la PKC (Branisteanu i cols., 1989).

9.3 Relacio entre els receptors d’adenosina i els canals calci dependents de voltatge

(VDCCs) en la neurotransmissio espontania

Com anteriorment s’ha mencionat, I’activitat sinaptica depén del flux de Ca** a

través dels VDCCs (Katz i Miledi, 1970). Els resultats mostren que hi ha una dependéncia
entre els P1Rs i els VDCCs tipus P/Q i amb I’entrada de Ca*?. Aquest fet es deu a que
I’ADO en preséncia del bloquejador dels canals P/Q no modifica la freqiiéncia dels mEPPs,
¢és a dir, I’ADO no pot inhibir I’alliberaci6é espontania. Aquesta relacié es confirma en un
experiment addicional realitzat en el nostre laboratori. S’ha observat que el bloqueig previ
de tots els receptors d’ADO amb 1’antagonista 8-SPT (100 uM) i la segona incubacié amb
I’o-Aga IVA indueix una disminucio de 1’alliberacié espontania (% de disminucid: 47.2 +
5.87; P < 0.05, n = 3 masculs i un minim de 15 fibres per mascul) quan I’o-Aga IVA no
modifica la freqliéncia dels mEPPs en abséncia dels moduladors purinérgics i en preséncia
de ’ADO. A més, altres experiments realitzats en preséncia de Mg (0.5-1 mM) per
disminuir I’entrada de Ca*? en el terminal nerviés, evidencien que els receptors d’ADO
depenen de I’entrada de Ca*’. Aquest fet es deu a que I’ADO (25 pM) en preséncia del
Mg*? no pot inhibir I’alliberacio espontania d’acetilcolina, inclus a la concentracié més alta
utilitzada de Mg* ’efecte inhibitori de I’ADO (préviament descrit) es torna facilitatori
(veure figura R.35 de I’apartat de Resultats).
Per tant, es confirma la premissa de 1’apartat anterior, que suggereix la possibilitat d’un
mecanisme paral-lel dependent del Ca* . Aquest mecanisme fa que quan els P1Rs es
troben, com en aquest cas, estimulats per I’ADO o0 bé en preséncia de Mg*? aixi com, en
condicions de baixa entrada de Ca*?en el terminal nerviés (degut al bloqueig dels VDCCs,
en el cas de I’apartat anterior) es dona un augment de 1’alliberacié espontania. El que indica
que probablement, la funcié conservativa dels P1Rs (principalment del A;R) limitant
I’alliberacié espontania depén dels canals P/Q i de I’entrada del Ca™

Segons la bibliografia publicada, s’ha descrit que la secrecié espontania no esta
relacionada amb 1’entrada de Ca™ a través dels VDCCs tipus P/Q, perd si amb els canals
tipus L i N (Losavio i Muchnik, 1997). Amb el potencial de membrana en repos, aquests
canals s’obren estocasticament, els quals permeten 1’entrada del Ca*? en el nervi terminal i

la fusi6 d’una vesicula a la membrana presinaptica. Un mecanisme plausible és que I’ADO
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redueixi 1’entrada del Ca** a través dels VDCCs associats amb la secrecié espontania, com
succeeix amb I’alliberacié evocada en el mamifer (De Lorenzo i cols., 2004). Aixi mateix,
analitzant la literatura, a diferéncia d’aquest treball, han observat que 1’Gis d’agonistes
selectius dels receptors d’ADO modulen la neurotransmissio espontania, s’ha suggerit que
aquest efecte té una relacié amb els VDCCs o bé amb 1’entrada de Ca*? en la NMJ de ratoli.
A més hi ha autors que han observat, a diferéncia d’aquest treball, que 1’efecte inhibitori del
receptor A; activat per I’agonista CCPA és multimodal. Per una banda, depén de la
modulacié dels VDCCs del tipus L a través d’un mecanisme relacionat amb el Ca*’-
calmodulina (sent independent de la inhibici6 directa de la PKA o de I’activacio de la PKC
en condicions normals), donat que la incubacié amb nitrendipina redueix 1’alliberacio
espontania i evita la inhibicié del CCPA descrita per alguns autors. | en segon lloc, en una
situacio on la frequencia dels mEPPs és augmentada, per una exposicié del nervi terminal a
altes concentracions externes de K* (condicions despolaritzants), el CCPA inhibeix la
freqiiéncia dels mEPPs per una reduccié de I’entrada de Ca*? a través dels VDCCs tipus
P/Q. S’ha suggerit que en condicions d’altes concentracions de K*, I’activacié del receptor
A; per I’ADO endogena evita 1’excessiva alliberacié de neurotransmissor (De Lorenzo i
cols., 2004). Per un altre banda, en una situacié on el nervi terminal esta exposat a
solucions hipertonigues on hi ha un augment marcat en 1’alliberacio espontania (Fatt i Katz,
1952; Hubbard i cols., 1968; Doherty i cols., 1986; Brosius i cols., 1992; Yu i Miller, 1995;
Rosenmund i Stevens, 1996; Mochida i cols., 1998) i aquest augment no és dependent del
Ca'? (Furshpan, 1956; Hubbard i cols., 1968; Quastel i cols., 1971; Kita i Van der Kloot,
1977). En aquestes condicions és necessari la prevencio de la contraccié violenta induida
per I’exposicié d’aquest tipus de solucid, mitjangant 1’aplicacié de la substancia tetrodoxina
a la solucid. S’ha evidenciat una accié inhibitoria donada pel CCPA a través d’un
mecanisme independent del Ca* en el procés d’exocitosi d’acetilcolina concloent que es
ddna per una afectacid de les proteines que estan relacionades amb la fusié de les vesicules
sinadptiques (sinaptibrevina, SNAP-25, sintaxina, sinaptotagmina o altres) (Silinsky, 2005;
Veggetti i cols., 2008). S’ha suggerit que ’ADO acumulada en la fenedura sinaptica en la
resposta hipertonica pugui exercir una accié6 modulatoria en I’alliberacié espontania de
neurotransmissor (Veggetti i cols., 2008). Es possible que 1’alliberacié espontania pugui
tenir una maquinaria molecular separada del complex SNARE relacionat amb 1’alliberacio
rapida sincronica i la resposta rapida hipertonica (Veggetti i cols., 2008).

En el cas del receptor A,a, a diferencia del nostre treball, alguns autors han

descrit que ’activacid d’aquest receptor amb 1’agonista especific CGS-21680 és el resultat
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*2 citosolic del nervi terminal provinent dels

d’un augment de la concentracié de Ca
reservoris interns sensibles a thapsigargin/ryanodine. Contrariament, el reclutament del
Ca'*? del pool extern no contribueix a ’efecte excitatori. L’augment de la freqiiéncia dels
mEPPs induit pel CGS-21680, descrit per alguns autors, no s’ha observat en aquest treball.
Per un altre banda, en un altre estudi s’ha observat que la freqiiéncia dels mEPPs roman
inalterada amb el bloqueig dels VDCCs amb el bloquejador universal cadmi (Cd*?) o amb
I’eliminacié del Ca*? extracel-lular (amb el 0 Ca-EGTA-EGTA de I’anglés ethylene
glycol-bis(f-aminoethylether) N,N,N",N’-tetraacetic acid-). Aixi mateix, el bloqueig
selectiu dels canals P/Q i L no afecten a I’accio facilitatoria d’aquest agonista; S’ha suggerit
que I’agonista del receptor A,a facilita la secrecié a través del flux d’entrada del Ca*
(Palmai cols., 2011). En una situacio diferent, en condicions despolaritzants (en preséncia
d’altes concentracions de K*), ’activaci6 del receptor A, pel CGS-21680 és possible que
augmenti un canvi conformacional en el canal L que generaria un moviment de carregues
en la intramembrana, la qual podria obrir els receptors de rianodina (de 1’anglés ryanodine
receptor) permetent 1’alliberaci6 del Ca*? al citosol i facilitant 1’exocitosi.

En uns altres estudis més recents, els de Cinalli i-laboradors al 2013, han mostrat
que P’activacio del receptor A; amb el metabdlit inosina interfereix per un mecanisme
depenent del Ca*. La incubacié amb el Cd*? evita I’acci6 inhibitoria de la inosina. S’ha
proposat que la inhibicié de 1’alliberacié espontania és per la reduccié de I’entrada de Ca*?
a través dels VDCC del tipus L. El bloqueig selectiu del canal P/Q com I’eliminacié del
Ca'* extracel-lular (amb el 0 Ca*>-EGTA) en preséncia de K* evita ’accio de la inosina
indicant una possible associacié amb I’entrada de Ca*? a través dels VDCCs tipus P/Q en

aquestes condicions (Cinalli i cols., 2013).

En resum, els resultats evidencien que els receptors d’ADO no es troben acoblats a
I’alliberacié evocada quan la funcid sinaptica esta preservada i operativa. S’ha observat que
quan es forca el mecanisme purinérgic amb 1’efecte prolongat de la CADO (10 uM)
s’indueix una disminuci6 de I’alliberacid evocada degut a un treball col-laboratiu dels
receptors A; i Aya. Per un altre banda, s’ha evidenciat que els receptors d’ADO estan
involucrats en la modulacié de ’alliberacié espontania. Sembla ser que 1’ADO endogena
ajuda a limitar 1’alliberacio espontania a través del receptor A;. No obstant, si es forga el
mecanisme purinérgic amb la CADO a baixes concentracions es produeix un augment de la

freqliencia dels mEPPs donat per un treball col-laboratiu dels receptors A; i Aga. Aixi
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mateix, s’ha demostrat que els receptors d’ADO cooperen en la modulacié de la depressio
sinaptica. En condicions d’activitat sinaptica moderada (trens 40 Hz durant 2 minuts)
I’ADO exodgena té un efecte protector degut al treball col-laboratiu de dos o més receptors
d’ADO. A més, s’ha observat que en aquestes condicions la CADO (10 uM) té 1’habilitat
de reduir la depressio (en menor magnitud que I’ADO exogena). Aquest efecte protector és
a través del receptor A; on el receptor A, sembla tenir un cert paper modulatori sobre el
receptor A;. En canvi en condicions d’altra freqiiencia d’estimul, I’ADO produida en la
fenedura sinaptica durant els trens (100 Hz durant 2 minuts) és suficient per reduir la
depressio a través del receptor A;, mentre que el receptor A, sembla modular la resposta
del receptor A;. Per un altre banda, els receptors purinérgics es comporten com moduladors
d’altres vies de senyalitzacid. En aquest treball s’ha mostrat que els receptors d’ADO i els
mAChRs tenen una mutua dependéncia en la modulacié de D’alliberacié evocada,
espontania i cooperen en el control de la depressié promovent canvis especifics en
I’activitat de la PKA i la PKC. A més, s’ha evidenciat una dependéncia dels receptors
d’ADO amb la PKA i la PKC en I’alliberacié evocada i espontania (excepte per la PKA).
L’acoblament de la PKC en I’alliberacié evocada depén de la modulacié dels receptors
d’ADO, donat que la PKC necessita un equilibri normal dels receptors d’ADO. Per tltim,
s’ha evidenciat una relacié dels receptors d’ADO amb el bloqueig dels VDCCs tipus P/Q
en Ialliberacio evocada i espontania, aquesta ltima depenent de 1’entrada de Ca*?. De fet,
s’ha vist que la funcié complementaria en 1’alliberacié espontania, evocada i 1’activitat-
dependent de 1’alliberacié d’acetilcolina d’aquest receptors presinaptics i quinases poden
modular els VDCCs i el pool de vesicules sinaptiques llestes per a ser alliberades, les quals
son Dinstrument de la neurotransmissié (Takamori i cols., 2012). L’entrada de Ca'? és
requerida per desencadenar 1’exocitosi depenent del Ca*? que sembla estar promoguda per
I’activacio dels receptors presinaptics mAChRs i del receptor TrkB (Santafé i cols., 2006;
Amaral i Pozzo—Miller, 2012). La funci6 adequada dels mAChRs esta modulada per ’ADO
coalliberada amb ’acetilcolina en la NMJ (Oliveira i cols., 2009) i el TrkB (Garcia i cols.,
2010). Les vies dels mMAChRs i del TrkB comparteixen una connexio6 a través de la PLC,
del DAG i de la PKC, la qual promou la modulacié dels canals P/Q. Una reducci6 de
I’entrada del Ca* podria reduir la I’alliberacié de transmissor i d’aquesta manera la

depressio.
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1. Els receptors d’adenosina estan localitzats en la sinapsi neuromuscular.

1.1 Tots els receptors d’adenosina s’expressen en el muscul LAL. Els receptors Ay, Agp i As
sén més abundants en 1’adult, mentre que el receptor A, €S més abundant en el muscul

estriat neonatal.

1.2 Tots els receptors d’adenosina soén presents en la NMJ, estan localitzats de manera
diferent en les tres cél-lules que configuren la NMJ (muscul, nervi i cél-lula de Schwann).

Aquesta és la seva distribucio:

1.2.1 El receptor A; es localitza en el terminal nervids i en la cél-lula de Schwann
terminal, mentre que el receptor A, esta present en la cel-lula muscular postsinaptica,

en 1’axé 1 en el terminal nervids en la NMJ neonatal 1 adulta.

1.2.2 Els receptors A,z i Az estan presents en el terminal nervids i la cél-lula muscular
postsinaptica, en el cas del receptor A; la localitzacid postsinaptica també inclou el
sarcoplasma, sota els AChRs. Ni el receptor A,z ni el receptor Az es localitzen en la

cél-lula de Schwann.

2. Els receptors d’adenosina estan involucrats en I’alliberacié d’acetilcolina evocada (1

Hz) i espontania.

2.1 Els receptors d’adenosina no estan acoblats a la modulacié de [I’alliberacio
d’acetilcolina evocada en condicions basals quan la funcid sinaptica estd preservada

(bloqueig de la contraccié muscular amb p-CgTx GIIIB).

2.2 Els receptors d’adenosina semblen estar implicats en 1’alliberacié espontania quan els
dos receptors A; i Ay estan treballant junts. Pero, el receptor A; pot per si mateix fer

aquesta accio.

2.3 La prolongada estimulacié dels receptors d’adenosina amb 1’agonista no metabolitzable
CADO (10 uM) promou una reduccid del contingut quantic i augmenta la freqiiéncia dels
mMEPPs a concentracions submicromolars degut a un treball col-laboratiu entre els receptors
Aqi Aga
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3. Els receptors d’adenosina no estan involucrats en els pair pulses de les sinapsis
neuromusculars, ates que cap dels moduladors purinérgics emprats en aquesta tesi pot

modular les seves caracteristiques.

4. Els receptors d’adenosina participen en el control de la depressi6 a freqiiéncies

d’estimulaciéo moderades de 40 Hz.

4.1 L’addicié de I’adenosina exogena té un efecte protector reduint la magnitud de la
depressio a frequencies moderades (40 Hz) donat a un treball col-laboratiu entre els
receptors A; i Aa. Pel contrari, el complert bloqueig dels receptors d’adenosina augmenta
la depressi6. L’accié de I’adenosina endogena és emmascarada per altres processos

sinaptics.

4.2 La CADO a concentracions micromolars té 1’habilitat de reduir la magnitud de la
depressid. Aquest efecte protector pot ser a través del receptor Ay, i el receptor A, pot tenir

un efecte oposat.

5. Els receptors d’adenosina participen en el control de la depressié a altes freqiiéncies

d’estimulacio a 100 Hz.

5.1 Ni I’adenosina exdgena ni el bloqueig complert dels receptors d’adenosina tenen efecte

a altes freqiiencies d’estimulacié (100 Hz).

5.2 L’adenosina endogena pot protegir la depressié a través de ’estimulacio del receptor
Ay, principalment, durant una intensa activitat repetitiva, mentre que el receptor A, sembla

modular la resposta del receptor A;.

6. Existeix una interaccio entre els receptors d’adenosina i els mAChRs, PKA, PKC i

VDCCs en la neurotransmissio.

6.1 Hi ha una absoluta i mutua dependéncia entre els receptors d’adenosina i els mAChRs
en la modulacié de 1’alliberacié d’acetilcolina evocada i espontania. Inclus, amb 1’efecte
prolongat de la CADO (10 uM) en [I’alliberaciéo evocada d’acetilcolina, encara que la
CADO (10 puM) té una dependéncia unidireccional en 1’alliberacié espontania. A més, el
mecanisme purinérgic i muscarinic cooperen en el control de la depressié (a 40 Hz), encara

que el control purinergic sembla ser més fort que el mecanisme muscarinic.
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6.2 Hi ha una interacci6 entre els receptors d’adenosina i la PKA en 1’alliberacio evocada
9

perod no hi ha interaccio6 en ’alliberacié espontania.

6.3 L’activitat d’acoblament de la PKC a I’alliberacio evocada d’acetilcolina necessita un
equilibri normal dels receptors d’adenosina. Pel contrari, hi ha una interaccid entre
I’estimulacié del receptor d’adenosina A; amb I’activacio de la PKC en I’alliberacio
espontania. Pel contrari, hi ha una activacié d’un mecanisme paral-lel dependent del Ca*?
que quan els P1Rs es troben bloquejats o estimulats amb 1’adenosina, i ’activitat de la PKC

es troba inhibida fa augmentar la freqtiéncia dels mEPPs.

6.4 Hi ha una dependéncia entre els receptors d’adenosina i els VDCCs tipus P/Q en

I’alliberacié evocada i I’espontania amb una dependéncia de I’entrada de Ca*%.
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1. Adenosine receptors are located at the neuromuscular synapse.

1.1 All adenosine receptors are expressed in LAL muscle. A;, A,s and As receptors are
more abundant in adults whereas the A, receptor is more abundant in the newborn striatal

muscle.

1.2 All adenosine receptors are present at the NMJ, they are differentially localized in the
three cells (muscle, nerve and Schwann cell) that configure the NMJ. They are distributed
like this:

1.2.1 A, receptor is localized at the nerve terminal and terminal Schwann cell whereas
the A, receptor is present in the postsynaptic muscle, in the axon and nerve terminal
of the newborn and adult NMJ.

1.2.2 Both A,z and Aj receptors are present in the nerve terminal and postsynaptic
muscle cell, in AsR case the postsynaptic localization also includes the sarcoplasm,

under the AChRs. Neither A,g nor As receptors are localized in Schwann cells.
2. Adenosine receptors are involved in evoked (1 Hz) and spontaneous release.

2.1 Adenosine receptors are not coupled to evoked acetylcholine release modulation in
resting conditions when the machinery release is preserved (blocking muscle contraction

with u-CgTx GIIIB).

2.2 Adenosine receptors seem to be involved in spontaneous release when both A; and Aja

receptors are working together. But, A;R can do this action by itself.

2.3 Prolonged stimulation of adenosine receptors with non-metabolizable agonist CADO
(10 puM) leads to reduced quantal content and increases the mEPPs frequency at

submicromolar concentrations by a collaborative work between A; and A, receptors.
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3. Adenosine receptors are not involved in pair pulses at the neuromuscular synapse,
because neither purinergic modulators used in this thesis can modulate theirs
characteristics.

4. Adenosine receptors are involved in the control of depression at the moderate

frequency of stimulation of 40 Hz.

4.1 The addition of exogenous adenosine has a protective effect reducing the magnitude of
depression at moderate frequency (40 Hz) due to some collaborative work between A; and
A, receptors. In reverse, full blockage of all adenosine receptors increase the depression.

The action of endogenous adenosine is masked by other synaptic processes.

4.2 CADO at micromolar concentration has some ability to reduce depression magnitude.
This protective effect can be mediated by A, receptor. A, receptor can have opposite

effects.

5. Adenosine receptors are involved in the control of depression at the high frequency of
stimulation of 100 Hz.

5.1 Neither the additional exogenous adenosine nor the full block of adenosine receptors

have any effect at a high frequency (100 Hz) of stimulation.

5.2 Endogenous adenosine can protect the depression through A; receptor stimulation,
mainly, during an intense repetitive activity, whereas A, receptor seems to modulate the

A receptor response.

6. There is a relationship between adenosine receptors and mAChRs, PKA, PKC and

VDCC:s in the neurotransmission.

6.1 There is an absolute and mutual dependence between adenosine receptors and mAChRs
in the modulation of evoked and spontaneous acetylcholine release. Even with the
prolonged effect of CADO (10 uM) in evoked acetylcholine release, although CADO (10
uM) has unidirectional dependence in spontaneous release. In addition, the purinergic and
muscarinic mechanism cooperate in the control of depression (at 40 Hz), although the

purinergic control seems to be more powerful than the muscarinic one.
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6.2 There is an interaction between adenosine receptors and PKA in evoked release, but

there are no interactions in spontaneous release.

6.3 The activity coupling of PKC to evoked acetylcholine release normally needs a balance
of adenosine receptors. In contrast, there is a possible interaction between adenosine A;
receptor stimulation with PKC activation in spontaneous release. On the contrary, there is a
parallel Ca**-dependent mechanism that when P1Rs are blocked or stimulated with

adenosine, and the PKC activity is inhibited it may cause an increase in mEPPs frequency.

6.4 There is a dependency between adenosine receptors and VDCCs subtypes P/Q in

evoked and spontaneous release with a Ca*? input dependence.
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Agents moduladors utilitzats en els experiments funcionals

A continuaci6 es detalla la nomenclatura completa i el tipus de modulador que s’han

utilitzat en els experiments funcionals d’aquesta tesi.

Abbreviation

Nomenclature and kind of modulator

ADO Adenosine. Unselective adenosine receptors agonist.
ADA Adenosine deaminase. Enzyme that converts adenosine into inosine.
AT Atropine. Unselective muscarinic receptors antagonist.
CaC Calphostin C. PKC inhibitor.
CADO 2-chloroadenosine. Adenosine analogue.
CCPA 2-Chloro-N°®-cyclopentyladenosine. Selective adenosine A, receptor
agonist.

CGS-21680 2-p-(2-carboxyethyl) phenethylamino-5-N-

ethylcarboxamidoadenosine. Selective adenosine A, receptor agonist.
DPCPX 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine. Selective adenosine A; receptor
antagonist.
H-89 N-[2-((p-Bromocinnamyl)amino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide,
2HCI. PKA inhibitor.
MET Methoctramine. Selective muscarinic M2 receptor antagonist.
MRS1706 (N-(4-acetylphenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-
1H-purin-8-yl) phenoxy] acetamide. S elective antagonist of adenosine
A,g receptor.
MRS1334 1,4-Dihydro-2-methyl-6-phenyl-4-(phenylethynyl)-3,5-
pyridinedicarboxylic acid 3-ethyl-5-[(3nitrophenyl)methyl] ester.
Selective antagonist of adenosine As receptor.
PMA Phorbol 12-mysterate 13-acetate. PKC activator.
PIR Pirenzepine. Selective muscarinic M1 receptor antagonist.
Sp-8-BrcAMP Adenosine 3" 5'-cyclic Monophosphorothioate, 8-Bromo-, Rp-Isomer,
Sodium Salt. PKA activator.

SCH-58261 2-(2-Furanyl)-7-(2-phenylethyl)-7H-pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidin-5-amine. Selective adenosine A;
receptor antagonist.

o-Aga IVA w-Agatoxin IVA. Selective blocker P/Q calcium channel.

8-SPT 8-(p-Sulfophenyl) theophylline hydrate). Unselective adenosine

receptors antagonist.
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Agents moduladors addicionals

A continuacio es detalla la nomenclatura completa i el tipus de moduladors que no

s’han utilitzat en els experiments funcionals d’aquesta tesi perd que es mencionen en 1’escrit

d’aquest treball.
Modulator Nomenclature and kind of modulator
BAY606583 [2-({6-amino-3,5-dicyano-4-[4-(cyclopropylmethoxy)phenyl]pyridin-2-
yl}sulfanyl)acetamide]. Selective adenosine A,g receptor agonist.
CGS-21680C 2-[4-(2-p-carboxyethyl)phenylamino]-5 -N-ethylcarboxamido
adenosine. Selective A,, adenosine receptor agonist.
Cl-IB-MECA 2-chloro-N(6)-(3-iodobenzyl)adenosine-5'-N-methylcarboxamide.
Selective adenosine A; receptor agonist.
CPA 6-cyclopentyladenosine. Selective adenosine A; receptor agonist
DMPX 3,7-dimethyl-l-propargylxanthine. Selective adenosine A, receptor
antagonist.
DPMA N6-(2-(3,5-dimethoxyphenyl)-2-(2-methylphenyl)ethyl)adenosine).
Selective adenosine A,, receptor agonist.
EHNA erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) ~ adenine.  Adenosine  deaminase
inhibitor.

H7 1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine. Protein kinase
inhibitor. It has ability to inhibit cyclic AMP- and cyclic GMP-
dependent protein kinases (PKA and PKG) protein kinase C (PKC) at
roughly equal concentrations.

IB-MECA N6-(3-lodobenzyl) adenosine-5 -N-methyluronamide. Selective
adenosine A; receptor agonist.

L-PIA N6-(L-Phenylisopropyl)adenosine. Adenosine analogue.

MRS1191 3 Ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-(6)-
dihydropyridine-3,5 dicarboxylate. Selective adenosine Az receptor
antagonist.

MRS1754 [N-(4-cyanophenyl)-2-[4-(2,3,6,7-tetrahydro-2,6-dioxo-1,3-dipropyl-

1H-purin-8-yl)-phenoxy]acetamide]. Selective adenosine A,z receptor
antagonist.
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NECA 5’-(N-Ethylcarboxamido) adenosin. Selective adenosine A, receptor
agonist.

OAG 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol. Protein kinase activator.
OXO-M  (oxotremorine-M).n,N,N-Trimethyl-4-(2-oxo-1-pyrolidinyl)-2-
butyn-1-ammonium iodide Muscarinic receptor agonist.
PDAC Phorbol diacetate. Protein kinase activator.
PIA Phenylisopropyladenosine. Adenosine analogue.

R-PIA R-N6-phenylisopropyl adenosine. Selective adenosine A; receptor
agonist.

ZM?241385 4-(2-[7-amino-2-(2-furly)[1,2,4]triazolo[2,3-
a][1,3,5]triazin5ylamino] ethyl) phenol. Selective adenosine Aja
receptor antagonist.

4-DAMP 1,1-Dimethyl-4-diphenylacetoxypiperidinium iodide. Selective M3
receptor antagonist.
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Subtypes AL Aon Az Az
Alternative Ri Az, Ra Az
Names
Structural 326 aa (human) 412 aa (human) 332 aa (human) 318 aa (human)
information
Receptor Adenosine amine congener CGS21680 (C141) DPMA NECA (E2387) IB MECA
selective (A111) CPA (C8031) HE-NECA? (1146) CI-1B-
agonist CHA (C9901) CCPA (C7938) ATL-146e MECA (C277)

R-PIA (P4532) CVT-510 CVT-3146
S(-)-ENBA (E111)
Receptor CPX (C101) KW 6002 8-(3- XACP (X103) Alloxazine  I-ABOPX®
selective CPT (C102) Chlorostyryl)caffeine (C197) (A28651) MRS 1754 MRS1191
) N-0840 SCH-58261 (S4568) (M6316) MRE 2029-F20  (M227)
agonist WRC-0571 ZM241385 MRS1220
(M228)
MRS1523
(M1809)
VUF5574
(Vv5888)
MRS1292
MRE 3008F20

Signal Gijo (CAMP modulation) G4/Ggit (increase CAMP) G4/Gq (increase CAMP) GilGq

Transduction  increased K*, decreased Ca®* increased Ca®*

Mechanisms (cAMP
modulation)
increased Ca®*

Radioligands  [*H]-CHA [°H]-CGS21680 [PH]-MRS1754 [**1]-APNEA

of Choice [BH]-CPX [%1]-PAPA-APEC [PH]-CPX [**1]-AB-

[PH]-R-PIA [°H]-SCH-58261 [*H]-MRE 2029-F20 MECA [*H]-
[H]-ZM241385 PSB-11
Tissue Cortex, hippocampus, kidneys, Platelets, endothelial cells, Fibroblasts, colon, aorta, Eosinophils,
distribution dorsal horn of spinal cord, eye, striatum, neutrophils mast cells, cecum, heart, lung,
adrenal gland, liver, spleen, thymus, leukocytes, bladder, lung, blood pineal,
pancreas,adipose tissue, striatopallidal GABAergic vessels, eye, median testis, mast
salivary glands, lung neurons (in caudate-putamen, eminence, adipose tissue, cells,
esophagus, nucleus accumbens, adrenal gland, brain, lung, spleen
tuberculum olfactorium), kidney, liver, ovary, (sheep),
olfactory bulb, heart, lung, pituitary gland Thyroid,
blood vessels adrenal gland,
spleen (human),
liver, kidney,
heart, intestine,

Distribucié Cervell, medul-la espinal, cor, Cervell, cor, pulmé i melsa Intesti llarg i vesicula Pulmo, fetge,

testicles i nervis terminals biliar cor, testicles i
cervell

Physiologica Inhibition of neurotransmitter Vasodilatation, inhibition of Smooth muscle Ischemic

| Function release, bradycardia, ischemic platelet aggregation, relaxation, release from preconditioning

preconditioning sensorimotor integration mast cells
Disease Cardiac arrhythmia, diabetes, Parkinson’s disease, Asthma, diabetes Cardiac
Relevance stroke inflammation, arthritis, ischemia
neurodegeneration cancer, arthritis
glaucoma

Taula. Resum dels receptors d’adenosina. Taula adaptada de Fredholm i cols. (2001) i de la casa comercial Sigma.

Footnotes:

a) HE-NECA is also a potent agonist at Az receptors.
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b) NECA and XAC are among the most potent agents at this adenosine receptor subtype. However, these compounds
are not subtype selective.

c) Rat A; receptor is relatively insensitive to xanthine blockade.

Abbreviations

AB-MECA: N°-(4-Aminobenzyl)-9-[5-(methylcarbamoyl)-B-D-ribofuranosyl]adenine

ATL-146e: 4-{3-[6-Amino-9-(5-ethylcarbamoyl-3,4-dihydroxy-tetrahydro-furan-2-yl)-9H-purin-2-yl]-prop-2-ynyl}-
cyclohexanecarboxylic acid methyl ester

CCPA: 2-Chloro CPA

CGS21680: 2-p-(2-Carboxyethyl)phenethylamino-5°-N-ethylcarboxamidoadenosine

CHA: N8-Cyclohexyladenosine

CI-1B-MECA: 2-Chloro-N®-(3-iodobenzyl)-9-[5-(methylcarbamoyl)-B-D-ribofuranosyl]adenine

CPA: N°-Cyclopentyladenosine

CPT: 8-Cyclopentyl-1,3-dimethylxanthine

CPX: 8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine

CVT-510: N-(3(R)-Tetrahydrofuranyl)-6-aminopurine riboside

CVT-3146: 1-(6-Amino-9-B-D-ribofuranosyl-9H-purin-2-yl)-N-methyl-1H-pyrazole-4-carboxamide (regadenosine)
DBXRM: 1,3-Dibutylxanthine 7-riboside 5'-N-methylcarboxamide

DPMA: N°-[2-(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-(2-methylphenyl)ethyl]adenosine

S(-)-ENBA: (2S)-N5-[2-endo-Norbornyl]adenosine

HE-NECA: 2-Hexynyl-adenosine-5’-N-ethyluronamide

I-ABOPX: 3-(3-lodo-4-aminobenzyl)-8-(4-oxyacetate)-phenyl-1-propyl xanthine

IB-MECA: N°-(3-lodobenzyl)-9-[5-(methylcarbamoyl)--D-ribofuranosylJadenine

KW 6002: (E)-1,3-Diethyl-8-(3,4-dimethoxyphenylethyl)-7-methyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione

MRE 2029-F20: N-Benzo[1,3]dioxol-5-yl-2-[5-(2,6-dioxo-1,3-dipropyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-yl)-1-methyl-1H-pyrazol-3-
yloxy]-acetamide

MRE 3008F20: 5N-(4-methoxyphenylcarbamoyl)amino-8-propyl-2-(2-furyl)pyrazolo[4,3-e]-1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidine
MRS 1191: 3-Ethyl 5-benzyl 2-methyl-6-phenyl-4-phenylethynyl-1,4-(+)-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate

MRS 1220: 9-Chloro-2-(2-furyl)-5-phenylacetylamino[1,2,4]-triazolo[1,5-c]quinazoline

MRS 1292: (2R,3R,48,5S)-2-[N®-3-lodobenzyl)adenos-9'-yl]-7-aza-1-oxa-6-0xospiro[4.4]-nonan-4,5-diol

MRS 1523: 2,3-Diethyl-4,5-dipropyl-6-phenylpyridine-3-thiocarboxylate-5-carboxylate

MRS 1754: 8-[4-[[(4-Cyano)phenylcarbamoylmethyl]Joxy]phenyl]-1,3-di-(n-propyl)xanthine

N-0840: N°-Cyclopentyl-9-methyladenine

NECA: N-Ethylcarboxamidoadenosine

PAPA-APEC: 1-[6-Amino-2-[[2-[4-[3-[[2-[[(4-aminophenyl)acetyl]amino]ethyl]Jamino]-3-oxopropyl]phenyl]ethyllamino]-9H-purin-
9-yl]-1-deoxy-N-ethyl-B-D-ribofuranuronamide

PIA: R(-)-N°-(2-Phenylisopropyl)adenosine

SCH-58261: 5-Amino-7-(B-phenylethyl)-2-(8-furyl)pyrazolo(4,3-e)-1,2,4-triazolo(1,5-c)pyrimidine

VUF 5574: N-(2-Methoxyphenyl)-N'-(2-(3-pyridyl)quinazolin-4-yl)urea

WRC-0571: 8-(N-Methylisopropyl)amino-N-(5"-endohydroxy-endonorbornyl)-9-methyladenine

XAC: 8-[4-[[[[(2-Aminoethyl)amino]carbonyl]methylJoxy]phenyl]-1,3-dipropylxanthine; Xanthine amine congener
ZM241,385: 4-[2-(7-Amino-2-(2-furyl)[1,2,4-triazolo[2,3-a] [1,3,5]triazin-5-yl-amino]ethyl phenol
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