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ABREVIATURAS

A:: Receptor a adenosina Ay

Aoa: Receptor a adenosina Aoa

Azg: Receptor a adenosina Azs

As: Receptor a adenosina Az

AC: adenilil ciclasa

ADA: adenosina desaminasa

ADK: adenosina quinasa

AKT: Proteina kinasa B

AMP: adenosin monofosfato

AMPA: 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropionico
AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ARs: receptores para adenosina

ATP: adenosin trifosfato

BP: papila basilar

CCPA: 2-cloro-N6-ciclopentiladenosina

ChAT: colinacetiltransferasa

CMP: Citidina monofosfato

cN-1A: 5 -nucleotidasas citosolica IA

cN-11: 5”"-nucleotidasas citosolica Il

cN-111: 5"-nucleotidasas citosolica 111

CNTs: transportadores de nucledsidos concentrativos
CREB: Proteina de union al elemento de respuesta a AMPc
ecto-PDE: ecto-fosfodiesterasa

ENTPDasa: ecto-nucleosido trifosfato difosfohidrolasa
ENTSs: transportadores de nucleosidos equilibrativos
ERK: quinasas reguladas por sefiales extracelulares
GABA: Acido gamma-aminobutirico

GC: Ganglio coclear

GDP: Guanosin difosfato



GIRKSs: Canales de potasio rectificadores de entrada

GMP: Guanosin monofosfato

GRKSs: cinasas de receptores acoplados a proteinas G

IHC: células ciliadas internas

IL-6: Interleucina-6

IMP: inosina monofosfato

IP3: inositol 1,4,5 trifosfato

KA: -Kainato

KHz: Kilohertz

MAPKSs: cinasas activadas por mitdgenos

mGIuR1: Receptores metabotropicos a glutamato del grupo |
mGIuR2: Receptores metabotropicos a glutamato del grupo 11
mGIuR3: Receptores metabotrdpicos a glutamato del grupo Il
NF-kB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
NMDA: N-metil-D-aspartato

OHC: células ciliadas externas

P2X: Receptores ionotropicos a ATP

P2Y: Receptores metabotrépicos a ATP

PI13K: Fosfatidilinositol-3-kinasa

PKA: proteina quinasa dependiente de AMPc

PLC: fosfolipasa C

PSB 0777 ammonium salt: 4-[2-[(6-Amino-9-b-D-ribofuranosyl-9H-purin-2-yl)thio]ethyl]
benzenesulfonic acid ammonium salt

ROS: Radicales libres de oxigeno
R-PIA: N6-R- fenilisopropiladenosina
SHC: células ciliadas cortas

THC: células ciliadas altas

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa
UDP: Uridin difosfato

UMP: Uridin monofosfat



RESUMEN

En el presente trabajo evaluamos la participacion de Adenosina y sus agonistas sobre la
actividad eléctrica espontanea y el patron de disparo de las aferentes auditivas de la papila
basilar del pollo (Gallus domesticus) durante el desarrollo embrionario (E15, E18 y E21),
empleando para ello una preparacion in vitro del sistema auditivo y la técnica de registro

extracelular unitario.

Encontramos que la aplicacion por perfusion en el bafio del agonista Adenosina en
las concentraciones de 1, 10 y 100 uM (n=30), provoco un incremento en la frecuencia de
disparo de las aferentes auditivas de la papila basilar, el cual fue dependiente de la
concentracion empleada y de la edad embrionaria estudiada. El efecto excitador de
Adenosina es més evidente a la edad embrionario de 21 dias, incrementando 62.85 + 1.48 %,
140.19 + 18.90 % y 178.79 = 3.91 % en 1, 10 y 100 uM, respectivamente. Tal efecto
decrementd signifcativamente con la co-aplicacion del antagonista cafeina 100 uM en un
36.5 % (n=4). Resultados similares encontramos con la co-aplicacion de teofilina a la misma

concentracion (n=4, 30.82 %).

Una vez que observamos un efecto ediado por Adenosina, como lo confirmé el hecho
de que fuera inhibido por los antagonistas inespecificos cafeina y teofilina, decidimos tratar
de investigar que subtipo de receptor a Adenosina podria estar mediando tal accion.
Empleamos el agonista CCPA, selectivo de los receptores Az, el cual aplicamos a las
concentraciones de 1, 10 y 100 uM (n=35). Encontramos que provoco incrementos en la
frecuencia de disparo espontdneo de las aferentes auditivas, principalmente a las
concentraciones de 10 y 100 uM en E18 y E21, los incrementos fueron de 37.84 + 10.73 %,
80.77 £7.15,94.08 £ 16.4 % y 132.13 £ 15.14 %, respectivamente.

En otra seccidn experimental empleamos PSB 0777 Ammoniu salt, agonista selectivo
para los receptores a adenosina Aza. Con esta sustancia encontramos que genero incrementos
en la freceuncia de disparo de las aferentes de la papila basilar, pero no fueron significativos
en ninguna de las edades estudiadas (E15, E18 y E21) y con ninguna de las concentraciones
administradas (1, 10 y 100 uM; n=30).



Los patrones de descarga de las aferentes auditivas se vieron ligeramente modificados
hacia valores més regulares tras la administracion de los agonistas. Los cambios més

destacados se observaron tras administrar de CCPA 10 y 100 pM en E21.

Finalmente, mediante la técnica de RT-PCR evaluamos la presencia del ARNm
codificante para los cuatro subtipos de receptores a Adenosina tanto en la papila como en el
ganglio auditivo del embrion de pollo en edades de 15 y 21 dias. Mediante el analisis semi-
cuantitativo encontramos que en edades tempranas del desarrollo (E15) s6lo esta presente la
banda correspondiente al receptor Aza tanto en papila como en ganglio y cuya expresion se
incrementa en edades posteriores del desarrollo (E21). También en E21 se identifico la
presencia de ARNm codificante para el receptor A1 y As, ademas de que solo en epitelio

sensorial se logré observar la banda correspondiente al receptor Azg.

Estos resultados parecen indicar la presencia de receptores a Adenosina en la sinapsis
célula ciliada-neurona aferente de la papila basilar y nos permite considerar la posibilidad de
que la Adenosina actie como un neuromodulador en la sinapsis aferente auditiva del pollo
ademas de que su accion cambia a medida que avanza el desarrollo embrionario, es decir, a
mayor maduracién del sistema mayor efecto de Adenosina. Asi mismo nuestros resultados
no descartan la posible participacion de al menos uno de los otros dos subtipos de receptores

P1, aungue esto debera explorarse con mayor profundidad en trabajos posteriores.



GENERALIDADES

El sentido del oido, o la audicion es una capacidad sensorial que han desarrollado los
insectos y los vertebrados. Todos los vertebrados presentan en su cabeza 6rganos sensoriales
cuya funcion es el mantenimiento del equilibrio (sistema vestibular), ademas lo vertebrados
superiores presentan un complemento de este laberinto destinado a la audicion, la coclea, la
cual desde un punto de vista evolutivo es filogenéticamente mas moderna que el sistema
vestibular (San Roman, 2001). En los vertebrados la audicion se desarrolld con una
adaptacion de los mecanismos de percepcion vibratoria (la linea lateral y el laberinto).Esta
capacidad les proporcioné un medio para rastrear presas o escapar de los depredadores,
buscar pareja, favorecer la supervivencia y finalmente permitir la comunicacion (San Roman,
2001; Arch-Tirado et al., 2004).

La audicidn es el percepcion de ondas sonoras que se propagan por el espacio; son un
tipo particular de ondas elasticas que pueden producirse y propagarse en un medio (sélido,
liquido, gaseoso) que presente la propiedad de poseer elasticidad y masa; por lo tanto si una
particula de este tipo de medio es desplazada de su posicion de equilibrio, las fuerzas elésticas
tenderan a retornarla a su posicién original, ademas debido a que estas particulas también
tiene masa poseeran inercia por lo que al moverse chocaran con las particulas proximas,
haciendo que éstas también se muevan y pongan en movimiento a las particulas vecinas. Asi,
la perturbacion que origind el desplazamiento inicial se propaga a través de las oscilaciones
de las particulas elasticas proximas (como en un efecto doming) (San Roman, 2001;
Rocamora, 2006). Es imprescindible la existencia de particulas para que se pueda transmitir
el sonido, de ahi que no pueda propagarse a traves del vacio (San Roman, 2001; Wilson,
2003) El sonido se caracteriza en funcion de ciertos parametros como son su frecuencia
(grave o aguda) medida en hertzios (Hz), su amplitud (que esta relacionada con una
intensidad débil o fuerte) medida en decibelios (dB) y su longitud de onda (San Romaén, 2001,
Gil-Loyzaga and Poch-Broto, 2007)

En la naturaleza, los sonidos habituales no son de frecuencias Gnicas si no que se trata
de sonidos complejos formados por la unién de multiples frecuencias simples, que el sistema

auditivo se encargara de descomponerlos en sus frecuencias unicas a nivel del receptor
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auditivo, y analizarlos en las vias de conduccion central y en la corteza auditiva (Gil-Loyzaga
and Poch-Broto, 2000).

Finalmente podemos decir que la audicion es el resultado funcional del sistema
auditivo, que posee una organizacion extremadamente compleja. Este sistema inicia su
funcion mediante el epitelio neurosensorial auditivo (6rgano de Corti en mamiferos) el cual
permite captar las vibraciones moleculares del medio externo y transformarlas en un
complejo codigo de impulsos nerviosos, que a su vez seran transmitidos al cerebro donde se
integraran con informacién proveniente del resto de los sentidos para su analisis e
interpretacion, permitiendo asi elaborar un esquema general del entorno (Gil-Loyzaga and
Pujol, 1999; San Roman, 2001).

EL OIDO INTERNO

El oido interno de los vertebrados esta compuesto por tres diferentes sistemas
sensoriales dedicados a la percepcion del
sonido, la gravedad y a varios movimientos de
la cabeza (Lewis et al., 1985). Los dos sistemas
sensoriales dedicados a la percepcion de la
gravedad y los movimientos de la cabeza son los
6rganos otoliticos y los canales semicirculares
del sistema vestibular. Dentro de los 6rganos
otoliticos encontramos el utriculo y el séaculo,
los cuales estdn especializados en censar
aceleraciones lineales, Mientras que los canales
semicirculares, los cuales son: el anterior,
posterior y lateral u horizontal detectan los
movimientos angulares de la cabeza (Beisel, et
al., 2005; Day and Fitzpatrick, 2005).

Fig. 1. Vista lateral del oido interno del pollo. cc, Cruz
comun; la, Ampula lateral; Isc, Canal semicircular lateral; El érgano especia“zado enla percepcién
psc, Canal semicircular posterior; sa, Ampula superior;
ssc, Canal Semicircular superior o anterior; u, Utriculo; s, de los sonidos tanto en reptiles, aves y
Sdculo; cd, Conducto coclear o Papila basilar. Tomado y
modificada de Brigande et al., 2000. mamiferos se le ha nombrado céclea (Manley,
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Fig. 2. Micrografias de una seccion transve
papila basilar del pollo. (A) Corte transversal de la
papila basilar donde se pueden apreciar los tres
compartimientos en los que se encuentra dividida. (B)
Magnificacion de la escala media, donde se observan
distintos componentes. (€C) Magnificacion del epitelio
sensorial, donde se observan con mayor detalle las
células ciliadas y de soporte. ScV, Escala vestibular;
ScM, Escala media; ScT, Escala timpdnica; TV,
Tegumento vasculoso; TM, Membrana Tectorial; BP,
Basila papilar; G, Ganglio coclear; RE, Epitelio
sensorial; HC, Células ciliadas; THC, Células ciliadas
altas; SHC, Células ciliadas cortas; SC, Células de
soporte; BC, Células del borde; H, Células Hialinas; V,
Células vacuolares; €, Células cuboidales; HP,
Habenula perforata; SFP, Placa fibrocartilaginosa
superior; IFP, Placa fibrocartilaginosa inferior.
Tomado y modificado de Kollmar et al., 1997;
Qesterle et al., 1992; Tan et al., 2013.

2000). A pesar, de las diferencias estructurales
que pudiesen existir entre estos grupos, los
drganos auditivos en los amniotas se desarrollan
de estructuras embrionarias similares, adoptando
una posicion final semejante en el organismo y
compartiendo un mismo ancestro en comun
(Manley, 2000). En los mamiferos, la coclea es
una estructura enrollada sobre un eje central con
entre 1.5 y 4 vueltas completas, dependiendo de
la especie; mientras que en aves, reptiles y
anfibios se encuentra extendida y es conocida
comunmente como papila basilar (BP) (Tilney et
al., 1986).

En general la informacion sonora entra a
través del canal auditivo externo haciendo vibrar
la membrana timpanica, la cual
subsecuentemente transmite esta vibracion hacia
el oido medio, que a su vez la transfiere al interior
de la coclea o papila basilar como ondas de
presidbn que se propagan a lo largo de la
membrana basilar (lo que se ha denominado onda
viajera) y donde los receptores sensoriales del
oido interno, las células ciliadas mecano-
sensoriales se encuentran localizadas (Mann and
Kelley, 2011). Ademés, las células ciliadas
sensoriales estan diferenciadas a través del ancho
de la membrana basilar, siendo llamadas células
ciliadas internas (IHC) y externas (OHC) en
mamiferos. En aves estas son originalmente
Ilamadas células ciliadas altas (THC) y cortas

(SHC) (Takaasaka and Smith, 1971). A su vez
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éstas se encuentran asociadas a células no
sensoriales referidas como células de soporte,
estando ambas ordenadas en un mosaico
celular denominado epitelio  sensorial
auditivo para el caso de aves y érgano de Corti
para el de mamiferos (Mann and Kelley,
2011). Tanto en aves como en mamiferos las
células ciliadas estan cubiertas por una
membrana tectorial contigua. En la regién
neural las células ciliadas reciben

principalmente inervacion de tipo aferente

mientras que en la region abneural es PY

predominantemente eferente (Smolders et all, Fig. 3 Esquema de una porcién de la papila basilar de un
) pollo de siete dias de edad. El epitelio sensorial estd
1995

compuesto por las células ciliadas, las células de soporte,
ambas situadas sobre la membrana basilar (BM). Las
PAPILA BASILAR células ciliadas pueden ser altas (T) si se localizan mds cerca
del margen superior (neural) (sup) o cortas (S) si lo estdn
del inferior (abneural) (inf) y ademds recubriéndolas se

La papi|a basilar puede considerarse encuentra la membrana tectorial (TM). También se puede

. L, . observar el tegmento vasculoso (TV) y el ganglio coclear o
como un tubo Clego que tlplcamente se

auditivo (CG). Tomada y modificada de Tanaka and Smith,
encuentra un poco arqueada y que se extiende 1978.

en direccién dorso ventral dentro del hueso petroso y en cuyo extremo apical se encuentra la
macula lagenar (Bissonette and Fekete, 1996) con una longitud que va desde 3mm en
pequefias aves cantoras hasta 12mm en la lechuza (Schwartzkopff, 1968). En pollo es de
aproximadamente de 3.5 mm (Hirokawa, 1978).

La papila basilar en su interior se encuentra dividida en tres compartimientos: la
escala vestibular, la escala media y la escala timpéanica (Hossler et al., 2002). La escala
vestibular se comunica con la escala timpanica tanto en la base como en el apex
(helicotrema). También hay una ampliacion de la escala timpanica cerca de la ventana
redonda (Necker, 1999) y ambas se encuentran llenas de un liquido denominado perilinfa
que tiene una composicion ionica similar a la de otros liquidos extracelulares, es decir, una
alta concentracion de Na* (aproximadamente 140-150 mM) y una baja concentracion de K*

(aproximadamente 3.5-7 mM). En contraste, la escala media presenta una composicion
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opuesta, una alta concentracion de K* (aproximadamente 110-145 mM) y una baja
concentracion de Na* (aproximadamente 1-5 mM), este liquido es conocido como endolinfa
(Gil-Loyzaga and Poch-Broto, 2007).

Los principales elementos de la escala media son el epitelio neurosensorial y el
tegumento vasculoso con células hialinas internas y externas en la zona de transicion entre
ambos tejidos. La macula lagenar esta localizada en el extremo apical de la escala media, la

cual tiene cierta similitud con la macula de los 6rganos vestibulares (Smith, 1985)

El epitelio sensorial en la céclea del ave (papila basilar) tiene forma de hoz y ademas
presenta una disminucion gradual en su anchura, siendo ancha cerca del extremo apical y
estrecha cerca del extremo basal (Gleich and Manley, 2000). El lado superior o convexo del
epitelio descansa sobre una placa fibrocartilaginosa (la placa fibrocartilaginosa superior) que
recubre las células ganglionares del nervio coclear (region neural) mientras que el lado
inferior o céncavo del epitelio sensorial se encuentra en la membrana basilar sin ningdn
apoyo o cartilago subyacente (region abneural) (Tilney and Saunders, 1983). Este epitelio
esta compuesto por varios miles de células sensoriales que pueden ser de dos tipos, en parte,
dependiendo de su localizacion en el epitelio sensorial, siendo altas (THC) si estan
localizadas mas cerca de la region neural o cortas (SHC) si lo estan de la region abneural
(Necker, 1999) mas varias células de soporte que rodean a cada una de estas células ciliadas
sensoriales en mas o menos un patrén hexagonal (Koppl, 2015). Cubriendo este epitelio se
encuentra una membrana extracelular fibrosa, la membrana tectorial, la cual se encuentra
anclada cerca del borde superior o neural y en su region inferior tiene una estructura en forma
de panal dentro de la cual los estereocilios mas largos sobresalen. Ademas, hay cavidades y
canales que permiten que la endolinfa alcance la superficie apical de las células ciliadas
(Tilney and Saunders, 1983; Smith, 1985). Debido a esta fijacion unilateral, los movimientos
de la membrana basilar resultan en fuerzas de cizallamiento en la interface membrana

tectorial-estereocilios (Necker, 1999).

El epitelio sensorial de la membrana basilar se encuentra organizado tonotépicamente
de tal modo que las células ciliadas sensoriales que estan localizadas en la regién apical son
maximamente sensibles a las frecuencias bajas (tipicamente por debajo de 100 Hz), mientras

que aquellas localizadas cerca del extremo basal presentan una sensibilidad maxima a las
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altas frecuencias, normalmente en el rango de 5 a 8 Hz (Gleich et al., 2004). El rango de

audicion para el pollo se encuentra entre 150 a 4000 Hz (Fettiplace and Fuchs, 1999).

El tegumento vasculoso consiste en un epitelio altamente plegado que se extiende
sobre las paredes dorsales y laterales internas de la escala media y ademas la separa de la
escala vestibular. Se encuentra conformado por dos distintos tipos de células: células oscuras
y células claras y se encuentra altamente vascularizado (Schmidt, 1964; Hossler et al., 2002).
La superficie del epitelio esta formada por un mosaico de células claras y oscuras alternadas
(Hossler et al., 2002), éstas ultimas presentan peculiaridades ultra estructurales que son
tipicas de las ceélulas que transportan iones: contienen numerosas mitocondrias y
microvellosidades en la region apical. El papel de las células claras es menos evidente y se
sugiere que controlan el cambio de iones y otros metabolitos entre las células oscuras y los

capilares (Ganeshina, 1985).

El tegumento vasculoso tiene un importante rol en el mantenimiento de los gradientes
catiénicos cocleares, de modo que el Na+ es reabsorbido y el
K+ es secretado hacia la luz de la escala media (produccién de
la endolinfa) y el potencial endococlear (en aves es de alrededor !
de +15mV) es mantenido, similar a lo que sucede en la estria | *
vascularis (Saito, 1980), por tanto se ha sugerido que el * e
tegumento vasculoso seria el equivalente a la estria vascularis »;?1_» e

en mamiferos (Schmidt, 1964; Ishiyama et al., 1970).

Células ciliadas altas B

Las células ciliadas altas (THC) tienen una longitud
apico-basal mayor que su longitud transversal. Exhiben una

forma columnar, alcanzando una altura (en aves) de entre 13 a

Y

20 pm y encontrandose situadas sobre la placa g 4. microscopia electrénica

. . . . ., . . de una célula ciliada Alta de
fibrocartilaginosa superior. EIl didmetro de su superficie en pollo de 21 dias. CP, Placa
cuticular; N, Nucleo;, SV,
estereocilios; SC, célula de
soporte; MV, microvellosidades
A, neurona aferente; E, neurona
1978). eferente. Tomado y modificado
de Hirokawa, 1978.

direccién neural-abneural se encuentra en el rango de 5-9 um

mientras que en direccion apico-basal es de 9-16 um (Hirokawa,
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En su region apico-central, las THC presentan una compleja red de filamentos de
actina llamada placa cuticular que tiene un didmetro de superficie en aves de 7-9 um en
direccién neural-abneural y un diametro de 9-16 pm en direccion apico-basal, proyectando
dentro del citoplasma a una profundidad de 2.5-3 um. De la placa cuticular sobresalen entre
150 a 220 estereocilios, ademas un kinocilio rudimentario emerge de la superficie de la célula
en una localizacion un poco més abneural con respecto a la localizacién de la placa cuticular.
Cabe mencionar que la longitud de los estereocilios decrementa conforme la distancia con el
kinocilio aumenta y que las puntas de los estereocilios mas largos (4.5-6 um) se encuentran

sujetas a la membrana tectorial (Hirokawa, 1978).

En cuanto a la inervacion, THC hacen sinapsis en su region basolateral con numerosas
fibras aferentes, se ha observado que una THC recibe entre una a cuatro fibras aferentes y
con inervacion exclusiva, es decir cada fibra nerviosa contacta Unicamente con una THC
(Manley et al., 1989). El nimero de aferentes es de alrededor de 12406 y virtualmente todas
se encuentran mielinizadas (Koppl et al., 2000). Debido a la gran cantidad de inervacién
aferente que las células presentan se ha considerado que éstas podrian ser analogas a las
células ciliadas internas de la céclea de mamifero (Takasakaa and Smith, 1971; Mann and
Kelley, 2011). Sin embargo, se han observado cambios en la tasa de secrecion de vesiculas
entre las THC del pollo y las IHC de raton; siendo de 4000 vesiculas/segundo y 8700
vesiculas/segundo, respectivamente (Fuchs et al., 2003). Respecto a la inervacion eferente se
ha observado que las fibras son pequefias y las terminales sinapticas son pequefias y en forma
de botdn (Hirokawa, 1978; Firbas and Mdiller, 1983). También se ha estudiado la inervacién
de la papila basilar durante el desarrollo, empezando a observarse especializaciones
sinapticas (cuerpos sinapticos) desde el dia embrionario 10, y a partir del dia E15 las
terminales aferentes se encuentran maduras, sobre todo aquellas que estan asociadas a las
THC. El sistema eferente se ha caracterizado a partir de E14, observandose algunas sinapsis
pequefias en la base de las THC y SHC, mientras que para E18 se encuentran sinapsis grandes
en la base de las SHC (Cohen and Fermin, 1978).

Fuchs and Evans (1990) caracterizaron las corrientes de K* en THC aisladas de la

céclea del pollo, encontrando dos corrientes salientes de K™ que son cinética y
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farmacoldgicamente distintas: una corriente de K* dependiente de Ca?* (Ikca) de activacion
rapida y otra de activacion lenta, la corriente rectificadora tardia de K* (lk) y que a su vez
estarian fluyendo a través de distintos tipos de canales. Ademas, determinaron que estas
corrientes estarian distribuidas diferencialmente a lo largo (4pex-base) de la papila basilar.
En base a estas diferencias clasificaron a las THC en: “THC lentas” que estan dominadas
principalmente por la corriente lenta lx, y que estarian localizadas més cerca del apex, y las
“THC rapidas” que estarian mas cercanas a la base y dominadas principalmente por la
corriente rapida lxca). EStos autores, sugieren ademas que tales diferencias funcionales
tendrian una implicacion en lo que se conoce como sintonia eléctrica. Caracterizan también
la corriente de K* rectificadora de entrada (lir). Este mismo grupo afios antes (1988)
trabajando con THC de la céclea de lagarto (A. mississippiensis) reportan la presencia de una
corriente entrante de Ca?*, una corriente saliente de K* activada por Ca?*, una corriente
rectificadora de entrada y una pequefia corriente saliente transitoria. Ellos concluyen que las
células ciliadas de la céclea de lagarto presentan el mecanismo de sintonia eléctrica. Asi
mismo Pantelias et al. (2001) estudian las corrientes de K* en las THC, en una preparacion
intacta de la papila basilar del pollo encontrando que todas las células ciliadas registradas
expresan dos corrientes de Ca?*, la lkca) Y la I. Mencionan también, que solo las células
apicales expresan la lir. Adicionalmente, observan que la amplitud total de la corriente
saliente se incrementa gradualmente a lo largo del eje tonotopico.

Zidanic and Fuchs (1995b), estudian una corriente entrante de bario (IBa) a través de
canales de Ca?* dependientes de voltaje utilizando la técnica de patch clamp en su modalidad
de whole-cell. Registran tanto THC como SHC y concluyen que no existen diferencias
significativas entre ambas y por tanto que las dos expresan canales de Ca?" tipo L.
Posteriormente Spassova et al. (2001), utilizando una preparacion semi-intacta de la papila
basilar del pollo estudio la liberacion de neurotransmisor dependiente de Ca* en las THC,
demostrando que la exocitosis del neurotransmisor es mediada por el influjo de Ca* a través
canales de Ca?* tipo L. También se ha demostrado que la mayoria de los canales de Ca?*
dependientes de voltaje encontrados en la membrana de las células ciliadas de la papila

basilar de pollo estan formados por la subunidad a1D (Kollmar et al., 1997).
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Células ciliadas cortas

Las células ciliadas cortas (SHC) tienen una longitud transversal mayor que su
longitud apico-basal, alcanzando una altura de 8 a 10 um. El diametro de su superficie en
direccion neural-abneural se encuentra en el rango de 11-18 um mientras que en direccién
apico-basal es de 8-18 um con una superficie dispuesta hexagonalmente. La placa cuticular
mide 8-14 pm en direccion neural-abneural, extendiéndose ampliamente por toda la
superficie de la célula y proyectandose 2.5-3 pum dentro del citoplasma celular. De la placa
cuticular sobresalen entre 90 a 120 estereocilios. El kinocilio se encuentra ausente en pollo
sin embargo un cuerpo basal estéa presente en el citoplasma. Cabe mencionar que en paloma
las SHC si presentan un kinocilio. El estereocilio mas largo tiene una longitud de 4.5-7 pm
y ademas todos los estereocilios se encuentran ordenados de manera similar a los de las THC
(Hirokawa, 1978).

Las SHC estan inervadas por un porcentaje relativamente pequefio de fibras aferentes,
las cuales forman terminales sinapticas pequefias en forma de botdn. Una sola fibra aferente
contacta con seis SHC (Manley et al., 1989). En un trabajo realizado por VVon Diring et al.,
(1985) trabajando con la cdclea de estornino, estiman que aproximadamente el 18% de las
fibras aferentes inervan SHC. La inervacion eferente es marcadamente mayor en las SHC
que en las THC y las terminales sinépticas son grandes y con forma de caliz (Hirokawa, 1978;
Firbas and Miller, 1983). Ademéas, se ha observado que las SHC son inhibidas

v 11 aal (hiperpolarizadas) por la liberacion de

e ; .kl acetilcolina de las neuronas aferentes a
: g { T, | través del receptor nicotinico (NAChR)
B & " a9a10. La inhibicion es el resultado de la

A R N .| entrada de Ca®* a través del nAChR que
: ’ ‘«?e 7 : ” ,y il s ;‘""-’-9"0, .| activa una corriente de K+ dependiente de
‘4 “ :“ : 9 Ca2+ a través de los canales SK2 (Fuchs
& pa, 2 Rl e and Murrow, 1991, 1992a y 1992b;
o o P « " | Zidanic, 2002), que ya han sido
A ' B ¥ caracterizados y clonados en las SHC del

Fig. 5. Microscopia electronica de una célula ciliada torta de
pollo de 21 dias. CP, Placa cuticular; N, Nucleo;, SV, pOIIO (Matthews et al., 2005). Igualmente,
estereocilios; SC, célula de soporte; MV, microvellosidades; E,

neurona eferente. Tomado y modificado de Hirokawa, 1978.
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se ha observado que durante una sobre-estimulacion las SHC son mas susceptibles al dafio
celular que las THC (Ryals and Rubel, 2005), sin embargo, Kurian et al., (2003) estudiando
la destruccion de los tip-links mediante sobre-estimulaciéon acustica no reportan ningun
cambio significativo durante la recuperacion de los tip-links entre las SHC y THC. También
se ha reportado que las SHC y THC junto con sus terminales nerviosas pueden ser
regeneradas 10 dias posteriores de una sobre estimulacion (Ryals and Westbrook, 1994). Asi
mismo, Umemoto et al., (1995) han reportado que después de un trauma acustico las células
de soporte se dividen y diferencian en nuevas SHC via células ciliadas con forma de huso,
ademas se sugiere que el factor de crecimiento de fibroblastos basico (b-FGF) podria estar
relacionado con la proliferacién de las células de soporte y la extension de las fibras

nerviosas.

Se ha sugerido que las SHC podrian ser analogas a las células ciliadas externas de la
cdclea de mamifero (Smith, 1971; Mann and Kelley, 2011) y que ademas ambas poseerian
una funcion motora la cual seria requerida para extender el rango de frecuencias a 5 KHz o
mas (Gleich and Manley 2000; Koppl 2011; Manley and Koppl, 1998). Aunado a esto, un
articulo publicado recientemente muestra evidencia de la presencia de una proteina homéloga
a la prestina de mamiferos, en la membrana lateral de las SHC. Se sugiere que el uso de la
prestina como una proteina motora ocurri tempranamente en la evolucién de los amniotas y

no es una invencion de los mamiferos, como generalmente se suponia (Beurg et al., 2013).

Murrow and Fuchs trabajando con células ciliadas de la papila basilar del pollo
demuestran la presencia de un corriente transitoria de K* (la), la cual Unicamente esta
presente en las SHC, a pesar de que su funcion no es muy clara ellos argumenta que esta
corriente podria incrementar la respuesta de las células ciliadas a frecuencias altas, siendo de
particular importancia para las SHC, ya que al igual que las OHC, pueden producir
movimientos dependientes del voltaje (Murrow and Fuchs, 1990; Beurg et al., 2013).
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Fig. 6. Reconstruccion tridimensional de las células ciliadas. Paneles superiores THC, paneles inferiores SHC. Ademds, se
presenta la vista frontal (izquierda) y lateral (derecha). Se observa en azul, el contorno de la célula; bronce, el ntcleo y
amarillo, los cuerpos densos presinapticos (PDBs). Nétese que los PDBs son mds numerosos en las THC. Tomado y
modificado de Martinez-Dunst et al., 1997.
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Transduccion auditiva

El primer paso de la transduccion auditiva es la conversion de las oscilaciones de
presion de aire en oscilaciones de fluido que puedan ser percibidas por los receptores que se
encuentran en el epitelio sensorial (Ballestero, 2011). En las aves las ondas sonoras que
impactan sobre la membrana timpanica son transmitidas a dos huesillos: la extra columnela
y la columnela que a su vez transmiten el movimiento a una segunda membrana, ubicada en
la ventana oval (Necker, 1999). EI movimiento generado en la extra-columnela y la
columnela debido a la vibracion de la membrana timpanica provoca el desplazamiento de la
ventana oval hacia la escala vestibular y de regreso. EI medio liquido al ser incomprensible,
cambia la vibracion en una onda de presion que se transmite al interior de las cAmaras
cocleares, provocando la oscilacion de las membranas cocleares y alcanzando la ventana
redonda donde se produce la descompresion. La onda de presién utiliza la membrana basilar
coclear como plano de avance desde la base al apex (onda viajera) (Gil-Loyzaga and Poch-
Broto, 2007); los movimientos de la membrana basilar provocaran el desplazamiento del
receptor auditivo que conlleva a una deflexion del haz estereociliar (Vollrath, 2007), si la

deflexion es en direccion abneural se desencadena el proceso de mecanotransduccion.

Mecanotransduccion

La mecanotransduccidn es un proceso fundamental en el sistema auditivo y vestibular
que consiste en convertir los estimulos mecanicos del sonido, la atraccion gravitatoria y los
movimientos de la cabeza en sefales eléctricas, y estd mediado por las células ciliadas de
dichos sistemas (Purves et al., 2007). EI mecanismo propuesto para describir este fendmeno
es el llamado modelo del resorte (gating-spring model) en el cual los estereocilios se
encuentran interconectados por medio de uniones filamentosas extracelulares llamadas “tip
links” (uniones de punta) uniendo el apice de los estereocilios de menor tamafio con la pared
lateral de los de mayor tamafio (Diaz et al., 2007). La deflexion del haz ciliar hacia el
kinocilio; direccion correspondiente en la papila basilar al extremo abneural, incrementa la
tension de los tip links, que al encontrarse acopladas a uno o dos canales de transduccion,
los abre y provoca una corriente idnica de K*y Ca?* que despolariza a la célula (Diaz et al.,
2007; Purves et al., 2007) y origina un potencial receptor el cual viaja a lo largo de la

membrana celular hasta llegar a la porcion basolateral y cuyo fin Gltimo es incrementar la
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" Transduction Adaptation K*, Ca2* entry
channel motor
Positive
: deflection
Tip link— >

e

Fig. 7. A, Imdgenes de congelacion- grabado de las inserciones superiores de las uniones de punta (Tip-link) en la céclea del

cobay. B, Esquema que representa de manera general el proceso de mecanotransduccion. Tomado y modificado de Kachar
et al. 2000; LeMasurier and Gillespie, 2005.

liberacion de neurotransmisor en la sinapsis aferente, debido principalmente a la activacion
de canales de Ca?* dependientes de voltaje y asi mismo aumentar la frecuencia de descarga
de las neuronas aferentes (Soto et al., 2002; Guth, 1998; Purves et al., 2007; Diaz et al., 2007).
La composicidn ionica de la corriente mecanotransductora en condiciones fisiologicas es
principalmente de K* y Ca?*, esto debido a que la direccién del gradiente electroquimico
favorece el movimiento de dichos iones de la endolinfa al interior de la célula, pero se sabe
que este canal es catiénico inespecifico por lo que también es permeable a Na* (Ohmori,
1985). La apertura de estos canales es mecénica, sin la intervencion de una cascada
enzimatica, lo que permite que la respuesta a los estimulos se efectle en unos pocos
microsegundos y con una gran sensibilidad ante desplazamientos minimos. Cuando el
estimulo desaparece se cierran los canales de Ca?* y se abren canales de K* dependientes de
voltaje, situados en la base de la célula, que permiten la salida de K™ y la recuperacion del
potencial de reposo (Diaz et al., 2007; Flores et al., 2001). Cabe mencionar que en el sistema
auditivo de los vertebrados existe un tipo particular de canales de K*, estos son los canales
de K* dependientes de Ca?* de alta conductancia (BK), los cuales presentan la peculiaridad
de que para ser activados necesitan de manera simultanea la entrada de Ca?* y la
despolarizacion de la membrana (Cui, 1997). Estos canales tienen una gran implicacion
fisiolGgica en la coclea de aves, ya que han sido relacionados con el proceso de sintonia de

frecuencias (particularmente la sintonia eléctrica) (Rosenblatt, 1997).
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El incremento local en la concentracion de Ca®" a través del canal de transduccion
actia como una sefial de retroalimentacion para desencadenar la adaptacion o el “renganche”
del canal (Fettiplace and Ricci, 2003). La adaptacién se manifiesta como una disminucion en
la corriente de transduccidn durante un estimulo sostenido y la translacion de la relacion entre
la probabilidad de apertura y el desplazamiento a lo largo del eje x en la direccion del
estimulo. Se han propuesto dos mecanismos con cinéticas distintas para describir este
proceso: la adaptacion rapida y que actuaria en uno o dos milisegundos y una lenta que le
tomaria decenas o cientos de milisegundos (Fettiplace, 2006). EI modelo de adaptacion
rapida sugiere que el Ca®* que entra a través de los canales de transduccion abiertos se une
en o cerca del canal, causando que este se cierre (Howard and Hudspeth, 1988). Mientras que
en la adaptacion lenta la miosina a través de la modificacion de la altura de la placa motora

estaria regulando la tensidn existente entre las uniones de punta (Gillespie and Cyr, 2004)

"\ » SINTONIA DE FRECUENCIAS
La sintonia de frecuencias hace alusion a
diversos mecanismos utilizados por las diferentes
especies de vertebrados para descomponer los sonidos
complejos en sus componentes de frecuencias. El
analisis de frecuencias parece ser una caracteristica
T =m=, primitiva entre todos
posibilidad de tener sus origenes en los peces (Fay and
Popper, 2000).

los vertebrados, con la

Fig. 8. Modelo de la resonancia eléctrica en las

células ciliadas. La deflexion positiva del haz
influjo de K*

provocando la despolarizacion. Esta a su vez

estereociliar genera un
estimula la apertura de los canales de Ca?*, y
su entrada provoca la apertura de los canales
BK, produciéndose la repolarizacion de la
Cabe

concentracion intracelular de Ca?* reducida

membrana. mencionar que la
por el secuestro de este ion dentro de los
orgdnulos celulares y por extrusion a través de
bombas. Tomado y modificado de Hudspeth,

1985).

Hay tres procesos principales que nos ayudan a

comprender el analisis de frecuencias en los

vertebrados: macromecanicos, micromecanicos Yy
resonancia eléctrica (Fay and Popper, 2000; Manley

and Clack, 2004).

Sintonia macromecanica
El analisis de frecuencias macromecéanico se

basa en los gradientes de masa y rigidez de las
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diferentes estructuras accesorias, principalmente membrana tectorial y membrana basilar
(Fay and Popper, 2000). Tanto la membrana basilar como la membrana tectorial no son
estructuras homogeéneas, sino que, varian progresivamente en su longitud y grosor a lo largo
de todo su recorrido desde la base hasta el apex; siendo la papila basilar mas gruesa, corta y
rigida en la base y, progresivamente mas fina, ancha y flexible en el apex (Purves et al., 2001;
Mann and Kelley, 2011). Estas variaciones en la masa y rigidez conllevan a que cada zona
de la membrana basilar tenga una frecuencia de resonancia propia de forma que cada region
de la membrana basilar solo vibrard con una frecuencia similar o idéntica cuando sea
estimulada (Gil-Loyzaga and Poch-Broto, 2007), asi, las frecuencias agudas provocan el
desplazamiento méaximo de la membrana basilar cerca de la base, mientras que las graves lo

hacen en el &pex (Purves et al. 2007).

Eso nos permite comprender que cuando una estimulacién sinusoidal alcanza la
membrana basilar, debido a la elasticidad de ésta, se inicia una onda en la base de la céclea
que recorre la membrana hacia el dpex. La amplitud de la onda aumenta lentamente hasta
que en la region de resonancia se produce el maximo desplazamiento de la membrana basilar
que luego disminuye bruscamente hasta la desaparicion de la onda (Gil-Loyzaga and Poch-
Broto, 2007)

Sintonia eléctrica

La sintonia o resonancia eléctrica, segun el modelo propuesto por Hudspeth and
Lewis (1988) (para el saculo de rana) y por Wu et al. (1995) (en la cdclea de tortuga), resulta
de la interaccion dinamica entre los canales de Ca?* dependientes de voltaje ubicados en la

region basolateral de la célula y los canales BK cercanos.

En ese modelo, cuando los estereocilios son flexionados en direccion al estereocilio
mas grande se produce la apertura de los canales de transduccion y la entrada de iones
positivos principalmente K*. La despolarizacién evocada por esta corriente de transduccion
activa canales de Ca?" sensibles a voltaje, asi los iones Ca?* fluyen al interior de la célula
incrementando la concentracion intracelular de este ion, especialmente la concentracion local
justo debajo de la membrana, provocandose la activacién de los canales de K* dependientes

de Ca?*, y como el K* sale a través de estos canales, se comienza con la repolarizacion de la
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membrana (Fig. 8). Finalmente, los canales BK se cierran y la célula retorna a su condicion

inicial, estando lista para que otro ciclo de resonancia comience (Hudspeth, 1985).

Entonces segun este modelo, lo que determinaria una mejor respuesta a una
frecuencia especifica seria el nimero relativo y la cinética de estos canales que la célula
expresard sobre su membrana, de manera que si hay relativamente pocos canales y sus
cinéticas son lentas, los potenciales de membrana oscilaran lentamente entre la
despolarizacion y la hiperpolarizacion, en cambio si hay mas canales y estos tienen cinéticas
rapidas, los cambios de voltaje les llevaran menos tiempo. Asi, el potencial de membrana de
las células oscilara a una velocidad que dependera del numero y la cinética de estos canales.
Ademas, el nimero de canales de cada tipo y su cinética variara sistematicamente en las

células ciliadas a lo largo del epitelio neurosensorial (Manley and Clack, 2004). Una

variacion de 30 veces en la cinética de los canales BK determina una sintonia eléctrica de

entre 50 a 600 Hz (Ramanathan et al., 1999).

M Fig. 9. (a-g) Microscopia electrénica de
barrido de haces estereociliares representa-
tivos que emergen de la superficie apical de
_ células ciliadas situadas en posiciones
®4¥ discretas sobre la BP. Los numeros en
blanco indican la distancia de las células con
W respecto al extremo distal de la BP. Notese
que la longitud de los estereocilios
: disminuye conforme mds nos alejamos del
extremo distal (apical), o mds nos
W acercamos al extremo proximal (basal). (h)
Grdfico que representa la altura del
estereocilio mds alto de una célula ciliada,

graficada en funcion de la distancia con el

al menos los datos de 22 células ciliadas
adyacentes. Tomado y modificado de Tilney
and Saunders, 1983.
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Sin embargo, uno de los problemas asociados a la sintonia eléctrica, es que ésta
presenta una inherente limitacion en la frecuencia, debido al hecho de que la membrana
celular solo tiene espacio para un numero finito de canales (Manley and Clack, 2004). Se ha
observado que la temperatura es otro de los factores que afectaria la sintonia eléctrica; a las
temperaturas mas altas en las aves, la sintonia eléctrica deberia funcionar como minimo hasta
los 4KHz (Wu et al., 1995) y por debajo de los 10 KHz (Manley and Clack, 2004).

Sintonia micromecanica

Comparada con la sintonia eléctrica, la sintonia micromecénica es relativamente nueva en el
desarrollo evolutivo (Manley, 2000; Manley and Clack, 2004). Todas las células ciliadas
tienen algun grado de sintonia micromecéanica, y esto se debe a que todas presentan un haz
estereociliar que tiene una rigidez y masa especifica (Manley and Clack, 2004). La sintonia
micromecénica resulta de la combinacion especifica entre la rigidez (por ejemplo del haz
estereociliar o de un conjunto de haces estereociliares) y la masa (por ejemplo de la
membrana tectorial) en una determinada unidad de resonancia (Manley, 2000; Manley and
Clack, 2004), por lo que una célula ciliada o un grupo de ellas con estereocilios cortos y
pequefia masa tectorial sobre los estereocilios, tiene mayor frecuencia de resonancia
mecéanica que aquellas celulas con estereocilios altos y gran masa. La sintonia micromecanica
viene a jugar un papel muy importante en la especializacion a frecuencias cada vez mas altas,
en lagartos hasta 8 KHz, en aves hasta 14 KHz y en mamiferos hasta mas de 100 KHz
(Manley and Clack, 2004).

AMPLIFICACION COCLEAR

En todos los vertebrados, incluido el humano, la audicion a intensidades bajas de sonido es
permitida por un rapido sistema integral de amplificacion mecanica presente en las células
ciliadas (Ashmore and Kolston, 1994; Brownell, et al., 1985). Numerosos fenémenos han
sido atribuidos a este amplificador coclear (Davis, 1983), incluido una mayor sensibilidad y
selectividad de frecuencias en el oido, ademas de sonidos débiles generados de manera
espontanea por las células ciliadas del oido interno, también llamadas emisiones otoacusticas.
Estas emisiones y otros fendmenos indirectos que se cree indican amplificacion por las
células ciliadas, han sido descritos en todos los tetrapodos, sugiriendo que el mecanismo

subyacente es muy antiguo (Manley, 2000).
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El probable origen de la amplificacion coclear puede deberse a dos mecanismos
celulares. Uno implica movimientos répidos del haz estereociliar que se encuentra sobre las
células ciliadas; mientras que el otro involucra cambios conformacionales de moléculas que
se encuentran en la membrana lateral de la célula ciliada (Hudspeth, 1997); ambos
mecanismos han sido observados in vitro (Ashmore and Kolston, 1994; Brownell, et al.,
1985; Martin et al., 2000).

Hay evidencia experimental que sugiere que dos procesos activos contribuyen al
moviente del haz estereociliar, primero, el haz estereociliar posee un ensamble de miosina,
que es la base del motor de adaptacién que reajusta la posicion del haz estereociliar después
de grandes y continuos desplazamientos. La segunda fuerza activa son los mismos canales
de transduccién (Hudspeth, 2005).

Cuando los estereocilios son desplazados abruptamente por algin estimulo positivo,
estos, primeramente, se mueven en la direccion del estimulo, pero repentinamente vuelven a
desplazarse sélo que en direccion opuesta (Howard and Hudspeth, 1988). Este movimiento
retrogrado o “Twitch” esta asociado con el cierre de los canales de transduccion inicialmente
abiertos por el estimulo ya que la velocidad y la magnitud de este “Twitch” incrementa
cuando la concentracion extracelular de Ca?* aumenta (Fettiplace, 2006). Se considera
entonces que el Ca* que entra a los estereocilios cuando los canales de transduccion se abren,
se une a sitios reguladores asociados con el canal, causando el cierre del mismo. Esto a su
vez incrementa la tensién en los tip links, provocando que estos tiren conjuntamente de la
punta estereociliar y desplacen el haz en direccion negativa (Fettiplace et al., 2001, 2006;
Hudspeth, 2005).

Los cambios en la longitud de las células ciliadas han sido estudiados ampliamente
en la céclea de mamifero donde se ha demostrado que Unicamente las células ciliadas
externas presentan esta capacidad (Manley et al., 2001). Esta motilidad que presentan las
OHC se debe a una proteina motora, la prestina. Se ha sugerido que los cambios de voltaje
en lamembrana modificarian la forma de esta proteina motora, y ya que se encuentra presente
en una alta densidad en la membrana lateral de la célula ciliada se lograria un cambio en la

longitud de la célula (Fettiplace et al., 2001). A pesar de la creencia de que las OHC de
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mamiferos son las Unicas que poseen electromotilidad, Beurg et al., 2013, demuestran que
las células ciliadas de pollo poseen un generador de fuerza electromecénico en adicion al
movimiento del haz estereociliar, debido a la apertura y cierre del canal mecanotransductor.
Sus resultados sugieren la participacion de una proteina homologa a la prestina de las OHC,
ademas de que confirman la presencia de esta “prestina de pollo” en la membrana lateral de
las células ciliadas mediante estudios de inmunohistoquimica. A pesar de que ellos no
cuantifican el cambio en la intensidad del marcaje respeto a la posicion, sus datos sugieren

un gradiente tonotopico de la prestina de pollo.

NEUROTRANSMISION

Existen pocos reportes disponibles acerca de la naturaleza de los neurotransmisores y
receptores presentes en el sistema auditivo de aves, sin embargo, en la literatura se sugiere
que el principal neurotransmisor aferente liberado en la mayoria de los vertebrados es
probablemente L-glutamato o un aminoacido excitador similar (Irons-Brown and Jones,
2004).

Dentro de los reportes que apoyan la hipdtesis del glutamato encontramos el de
Yamaguchi and Ohmori (1990), donde determinan las propiedades electrofisioldgicas de los
canales ionicos presentes en células aisladas del ganglio auditivo de embriones de pollo,
encontrando una gran poblacion de canales NMDA (N-metil-D-aspartato). Afios posteriores,
en 1994, Kataoka and Ohmori utilizando una célula ciliada y colocandola en oposicién a una
célula granular o de Purkinje cultivada (recordemos que las células granulares son muy
sensibles a glutamato) y registrando ambas mediante la técnica de voltage clamp en su
modalidad de célula completa, logran identificar que el neurotransmisor liberado por las
células ciliadas de la céclea de pollo es glutamato. Estos mismos autores en 1996 y utilizando
la misma técnica observan que la aplicacion de Glutamato, Aspartato, Kainato (KA) vy
NMDA provocan corrientes ionicas en neuronas aisladas del ganglio auditivo de embriones
de pollo (Kataoka and Ohmori, 1996).

En nuestro laboratorio se estudio el efecto de glutamato y diferentes agonistas
glutamatérgicos (NMDA, AMPA y KA) sobre la frecuencia de descarga espontanea en las
aferentes de la papila basilar durante el desarrollo embrionario (E15, E18, E21). Encontramos
que tanto glutamato, como NMDA, AMPA y KA generaron un incremento significativo en
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la frecuencia de disparo de las eferentes auditivas del pollo, indicando que el principal
aminoécido excitador en la sinapsis célula ciliada-neurona aferente seria glutamato.
Consideramos que existe una participacion diferencial de los tres subtipos de receptores,
encontrandose una mayor participacion de los receptores AMPA y NMDA y una menor
participacion para el receptor Kainato, sugiriéndose una poblacién relativamente pequefia de
estos receptores, al menos en las edades estudiadas (Linares, 2007). En 2008, también en
nuestro laboratorio, se demostrd la presencia de receptores a glutamato de tipo metabotropico
en la sinapsis célula ciliada-neurona aferente durante el desarrollo embrionario (E15, E17,
E19 y E21) de la papila basilar del pollo, sugiriéndose la participacion de los tres grupos
(mGIuR1, mGIuR2 y mGIuR3), pero con una participacion transitoria del grupo 3, sélo en
edades tempranas del desarrollo (Rodriguez, 2008).

Otro de los compuestos que ha sido identificado en sinapsis aferente de la papila
basilar del pollo, ha sido el 4cido gamma-aminobutirico (GABA). Usami et al., (1987),
observan inmunorreactividad a GABA localizada selectivamente en el citoplasma de las

células ciliadas altas y cortas, por lo que sugieren su posible papel como neurotransmisor.

A traveés de los trabajos realizados por Cohen (1987) y Takasakaa and Smith (1971)
se logro identificar por medio de tincion histologica la presencia de acetilcolinesterasa,
mientras que por marcaje inmunohistoquimico Zidanic and Fuchs (1995a) identifican la
colinacetiltransferasa (ChAT). Posteriormente Hiel et al., (2000) identifican el receptor
nicotinico a9 en las células ciliadas de la coclea de pollo, confirmando mayor marcaje para
a9 en las SHC con respecto a las THC. En 2002, Zidanic, utilizando un anticuerpo contra
ChAT y un marcador especifico para neuronas colinérgicas sobre las terminales nerviosas y
las fibras eferentes que inervan la papila basilar de pollo, determina que todas las fibras
eferentes que inervan la papila basilar son colinérgicas. Todos estos reportes apoyan la
hipétesis de que el principal neurotransmisor eferente en el sistema auditivo de todos los

vertebrados es acetilcolina (ACh).

Otra sustancia que ha sido estudiada en la coclea de pollo es el adenosin trifosfato
(ATP). Galindo et al., (2013) estudiaron la participacion del ATP sobre la frecuencia de
disparo de las aferentes auditivas en la papila basilar y vestibulo del pollo durante el

desarrollo embrionario. Sus resultados sugieren que los receptores purinérgicos estan
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presentes en la papila basilar con mayor presencia en etapas tempranas del desarrollo. Se
sugiere, ademas, que el ATP media su efecto principalmente a traves de los receptores P2Y1
y P2Y> y que probablemente estos receptores se encuentran localizados sobre la membrana

basolateral de las células ciliadas.

Debido a la estrecha relacién entre el ATP y su trasformacion en otros compuestos,
especificamente a través de las ecto-nucleotidasas en adenosina (Sheth et al., 2014) y con
base en reportes de la existencia de esta sustancia en la coclea de mamiferos (Ramkumar et
al., 1994, 2004; Ford et al., 1997a, 1997b; Hu et al., 1997; Khan et al., 2007; Vlajkovic et al.,
2007 Wong et al., 2010; Tabuchi et al., 2012) y el reporte de la presencia del ATP en la papila
basilar del pollo (Galindo et al., 2013), creemos que la adenosina puede estar jugando un

papel relevante en la neurotransmision en ésta estructura auditiva del pollo.

Las purinas y pirimidinas extracelulares tienen importantes y diversos efectos en
muchos procesos bioldgicos incluidos la contraccion del musculo liso, neurotransmision,
secrecion endocrina y exocrina, reaccion inmune, inflamacién, dolor y modulacion de la

frecuencia cardiaca.

El primero en investigar el concepto de las purinas como moléculas de sefializacion
extracelular fue Drury and Szent-Gyorgyi (1929), ellos demostraron que la adenosina y el
adenosin monofosfato (AMP) extraidos del musculo del corazén, del cerebro, del rifién y del
bazo de diversos modelos animales, ejercen profundos efectos farmacol6gicos como un
efecto cronotropico negativo en el corazdn del conejillo de indias, del conejo, del gato y del
perro; dilatacidn de los vasos sanguineos coronarios y la inhibicion de la actividad espontanea

del musculo liso intestinal.

Gillespie (1934) centré su atencion en las relaciones que existian entre la actividad y
la estructura de compuestos de adenina, demostrando que la desaminacién reduce en gran
medida la actividad farmacoldgica, y ademas el remover los fosfatos de la molécula
influencia no solo la potencia sino también el tipo de respuesta. EI remover los fosfatos
demostro incrementar la habilidad de los compuestos de adenina que causaban vasodilatacion
e hipotensién, mientras que el ATP causd un incremento en la presion sanguinea del conejo
y gato. Ademas, se demostré que el ATP era mas potente que el AMP y la adenosina en

causar la contraccion del ileon y Gtero del cobayo. De esta manera, comenzaron los indicios
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de diferentes acciones para ATP y adenosina, asi como la existencia de diferentes receptores

para purinas.
ATP

Cuando se habla de ATP lo primero en que se piensa es en su funcidn energética, la
cual abarca tres principales propdsitos: la realizacion de trabajo mecénico en la contraccion
muscular u otros movimientos celulares, el transporte activo de iones y moléculas, y la
sintesis de macromoléculas y otras biomoléculas a partir de compuesto mas simples (Stryer,
1998); sin embargo, gracias al estudio realizado por Burnstock (1972) y a trabajos
posteriores, ahora sabemos que el ATP también puede actuar como un mensajero extracelular
mediante la activacion de una familia de receptores de superficie celular conocidos como P2
(Ralevic and Burnstock, 1998).

El ATP o adenosin trifosfato es un nucleétido formado por una base nitrogenada
(adenina) unida al carbono cinco de un azUcar de tipo pentosa, la ribosa, que en su carbono
cinco tiene enlazados tres grupos fosfato. Es una molécula rica en energia debi6é a que su
unidad trifosfato contiene dos enlaces fosfoanhidrido (enlaces de alta enrgia). Cuando el ATP
es hidrolizado a adenosin difosfato (ADP) y ortofosfato (Pi), o a adenosin monofosfato
(AMP) y pirofosfato (PPi) una gran cantidad de energia es liberada (Galindo and Flores,
2006).

El ATP puede ser hidrolizado por la familia de enzimas conocidas como ecto-
nucleosido trifosfato difosfohidrolasa (ENTPDasa) que son encargadas de hidrolizar
nucleotidos tri y difosfato, y que ademas pertenecen a la superfamilia de las ectonucleotidasas
(Robson et al., 2006). Se han identificado 8 genes diferentes que codifican para cada una de
las ectoenzimas, cuatro de ellas se encuentran localizadas en la membrana (NTPDasa 1, 2, 3
y 8) con su sitio catalitico en direccion al espacio extracelular. Las NTPDasa 4 y 7 son
localizadas intracelularmente y pueden estar viendo hacia la luz de algunos organelos
citoplasmaticos (Zimmermann 2001; Robson et al., 2006). Por altimo, las NTPDasa 5y 6
son intracelulares y una vez que han sido expresadas pueden ser secretadas con preferencia
a hidrolizar uridin difosfato (UDP) y guanosin difosfato (GDP) (Todorov, 1997,
Zimmermann 2001; Robson et al., 2006)
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Como mencionabamos parrafos anteriores el ATP puede mediar su efecto a través de
los receptores purinérgicos de tipo P2. Burnstock and Kennedy (1985), después de analizar
diversos sistemas lograron discriminar entre dos clases principales de receptores P2, que
fueron nombrados como P2X y P2Y. Los primeros pertenecen a una familia de canales
ionicos activados por ligando, la unién del ATP ocasiona la apertura del poro y el paso de
iones como Na*, K* y Ca?* (Bean, 1992; Egan and Khakh, 2004). Siete genes que codifican
para subunidades del receptor P2X han sido identificado y nombrados como P2X1 hasta P2X7
(Collo et al, 1996; Buell et al., 1996). Mediante estudios de cristalografia se ha logrado
confirmar que los receptores P2X estan conformados por tres subunidades (Kawate et al.,
2009). También se ha observado que pueden formarse receptores P2X con diferentes tipos
de subunidades, pudiéndose formar los siguientes receptores heteroméricos: el P2Xys
(Surprenant et al., 1995; Thomas et al., 1998; Spelta et al., 2002; Virginio et al., 1998) P2Xys
(Lé et al., 1998; L€ et al, 1999; Surprenant et al., 2000) P2X2s (Torres et al., 1999., King et
al., 2000) y P2X46 (L€ et al.,1998).

Por su parte los P2Y son receptores acoplados a proteinas G, a menudo relacionados
con la activacion de la fosfolipasa C (PLC) y la formacion de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3)
(Mammano et al., 2013) aunque se han propuesto mecanismos adicionales como la
movilizacién de éacido araquiddnico (Ralevic
and Butnstock, 1998). Ocho receptores P2Y 2 4 Adenina
(P2Y1, P2Y2 P2Y4 P2Ys P2Y11 P2Y12 P2Y13
P2Y14) han sido caracterizados en mamifero
(Abbracchio et al., 2006) ¢

ADENOSINA

La adenosina es un nucledsido formado

por una base nitrogenada, la adenina unida Ribosa

covalentemente (por su N-9) a través de un

enlace N-B-glucosidico con el carbono 1 de un
Fig. 10. Esquema de la estructura quimica de la

azUcar de tipo pentosa, la ribosa (Lehninger adenosina. Las esferas en gris representan los carbonos,
en rosa, oxigenos y en azul, hidrégenos. Tomado y

and Cox, 2006). Esta molécula se encuentra modificado de Galindo and Flores, 2006.
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involucrada en un gran numero de funciones bioldgicas que incluyen la respiracion celular y
la biosintesis de proteinas (como un componente del &cido desoxi-rribonucleico o
ribonucleico). Extracelularmente la adenosina desempefia un rol como molécula de
sefializacion que modula la citoproteccion tanto en condiciones fisiolégicas como
fisiopatoldgicas (Fredholm et al., 2001; Jacobson and Gao, 2006). Esta respuesta protectora
puede consistir en un incremento en el flujo sanguineo (Ryzhov et al., 2008),
precondicionamiento isquémico (Zheng et al., 2007) y supresion de la inflamacion (Martin
et al., 2006). Asi mismo se cree que podria estar involucrada en desordenes del suefio (Ferré
et al., 2007b; Huang et al, 2011), cancer (Fishman et al., 2001), dolor (Gomes et al., 1999;
Hayashida et al., 2005) y la enfermedad de Parkinson (Chen et al., 2001; Calon et al 2004;
Cieslak et al., 2008).

La adenosina ejerce su accion bioldgica al actuar sobre receptores de superficie
celular cominmente conocidos como receptores P1 y los cuales se acoplan a las cascadas de
sefializacion intracelular. Hasta el momento se conocen cuatro subtipos de estos receptores,
A1, Aoa, Azs Yy As, cada uno de los cuales tiene un unico perfil farmacoldgico, distribucion
tisular y acoplamiento al efector (Fredholm et al., 2001; Jacobson and Gao, 2006), por tanto,
el efecto de la adenosina dependera en gran medida del patron de expresion relativa de los
ARs en la superficie extracelular ya sea de un tipo celular particular o un tejido especifico
(Ralevic and Burnstock, 1998; Vlajkovic et al., 2007).

Metabolismo de la adenosina.

Bajo condiciones fisiologicas la adenosina es formada principalmente de manera
intracelular a partir de S-adenosil homocisteina catalizada por la enzima S-adenosil
homocisteina hidrolasa (Latini and Pedata, 2001), aunque también puede ser formada a partir
de la desfosforilacion del Adenosin monofosfato (AMP) por la enzima 5 -nucleotidasa
(Zimmermann et al., 1998). Se conocen diferentes tipos de 5 -nucleotidasas citosolicas,
dentro de las que se encuentran la cN-1A que presenta una alta especificidad por AMP y
desoxipirimidinas monofosfato (Bianchi and Spychala, 2003); cN-11 que hidroliza de manera
preferencial 6-hidroxipurinas como IMP y GMP sobre AMP o UMP (Itoh, 2013); cN-I1I la
cual se encuentra altamente expresada en globulos rojos en donde participa en la degradacion

del RNA durante la maduracién de los eritrocitos (Rees et al, 2003) con preferencia por las
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ribo-pirimidinas sobre los desoxiribonucleotidos siendo inactiva frente a los nucle6tidos de
purina y tenido como mejor sustrato al CMP (Bianchi and Spychala, 2003); cdN (5°(3")-
desoxinucleotidasa) se encuentra presente en todas las células de mamiferos con una
preferencia de 15 a 30 veces mayor para los desoxiribonucleotidos respecto a los
ribonucleotidos, siendo sus principales sustratos dIMP y dGMP, poca actividad frente a
dAMP y con actividad nula para dCMP (Mazzon et al., 2003).

Las enzimas encargadas de reducir los niveles de adenosina son la adenosina
desaminasa (ADA) y adenosina quinasa (ADK) que cataliza la desaminacion y fosforilacion
de adenosina a inosina y AMP, respectivamente (Masino and Boison, 2013). Asi mismo la
adenosina producida intracelularmente puede ser transportada al espacio extracelular via
transportadores especificos de nucleosidos a través de difusion facilitada regulandose asi los

niveles intra y extracelulares de esta molécula (Fredholm et al., 2001).

Extracelularmente la adenosina es formada por una serie de reacciones enzimaticas
catalizadas por una familia de enzimas comUnmente llamadas ectonucleotidasas, y cuyo
ultimo paso es la produccion de 5°-AMP el cual finalmente es degradado a adenosina por
accion de la enzima 5"-Ectonucleotidasa o CD73. Esta proteina es un homodimero que se
encuentra anclado a la membrana plasmatica de la célula a través de un lipido
glicosilfosfatidilinositol de anclaje y cuyo sitio activo se encuentra expuesto hacia el espacio
extracelular (Latini and Pedata, 2001). Esta enzima ha sido localizada por
inmunohistoquimica en la membrana plasmaética de astrocitos, oligodendrocitos y microglia
(Schoen et al., 1987; Grondal et al. 1988). Ademas, se ha observado en células gliales y PC12
que bajo condiciones hipoxicas la expresion de la ecto-5"nucleotidase aumenta, seguido de
un incremento en la concentracion extracelular de adenosina (Braun et al. 1998; Kobayashi
et al. 2000). También se han realizado estudios en células de hipocampo donde se ha
demostrado que una répida hidrolisis del ATP extracelular por la ecto-5"-nucleotidasa va
seguida de la inhibicion en la liberacion de glutamato (Terrian et al. 1989). Asi mismo se ha
demostrado en sinaptosomas colionérgicos estriales que la inhibicion de la ecto-5"-
nucleotidasa con anticuerpos especificos decrementa la formacion de adenosina a partir del
ATP liberado (Richardson et al. 1987).
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Otra posible fuente para la formacion extracelular de adenosina es la liberacion del
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) al espacio extracelular (Latini and Pedata, 2001), en
el espacio extracelular el AMPc puede ser convertido a 5"-AMP por la ecto-fosfodiesterasa
(ecto-PDE) y después a adenosina por la ecto-5"-nucleotidasa. Una alternativa es que el
AMPc sea convertido dentro de la misma célula a 5-AMP y posteriormente liberado,
proporcionando asi una fuente para la formacion de adenosina extracelular (Craig et al.,
1994).

Receptores P1

El primero en establecer la clasificacion de los receptores purinérgicos (P1y P2) fue
Burnstock en 1978, un afio después Van Calker et al., sugieren la primera clacificacion dentro
del grupo de los P1 o receptores para adenosina, ellos proponen nombrar A; a los receptores
que median la inhibicion del AMPc y A a aquellos que la estimulan; posteriormente y con
base en mas datos moleculares, bioquimicos y farmacoldgicos se decide clasificarlos en tres
subtipos: A1, A2, Az, pudiendo subdividir al receptor Az en Aca 'y Azg (Tabla 1; Ralevic and
Burnstock, 1998).

Todos los receptores a adenosina presentan una estructura general que podria
colocarlos dentro de la familia de los receptores a rodopsina, que a su vez pertenece a la
stperfamilia de los receptores acoplados a proteinas G (Galindo and Flores, 2006). Cada uno
esta constituido por siete dominios transmembranales de aminoacidos hidrofébicos, ademas
se cree que cada dominio constituye una alfa hélice de aproximadamente 21 a 28
aminoacidos. El extremo N-terminal se encuentra en el lado extracelular, mientras que el
extremo carboxilo lo est4d en el intracelular. Los dominios transmembranales estan
conectados por tres asas o loop hidrofilicas tanto intracelulares como extracelulares de
tamafo desigual; generalmente el asa extracelular que une el TM4 y TM5 vy la intracelular
que une TM5 y TM6 son mas grandes. También ocurre glicosilacion N-oligosacarido (N-
linked) en la segunda asa extracelular, el efecto de la glicosilacion del receptor no es claro,
sin embargo, se han sugerido distintas funciones que incluyen la estabilizacion
conformacional de la proteina, proteccidn contra proteasas y modulacion de la funcién del

receptor (Ralevic and Burnstock, 1998).
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El receptor A1 se encuentra acoplado a una proteina Gi, inhibiendo a la adenilil ciclasa
(AC) y decrementando los nieles intracelulares de AMPc, también se ha reportado que este
receptor puede interactuar con la PLC y canales de potasio. Los receptores para adenosina
Aoa y Ao estan acoplados a una proteina Gs y estimulan a la AC (incrementando la
concentracion intracelular de AMPc). Los receptores Aza Y Azg tienen una alta y baja
afinidad por la adenosina, respectivamente. El receptor Az puede encontrarse acoplado a una
proteina Giq que al parecer inhibe la AC y activa la PLC (incrementando la concentracion de
IP3 y diacilglicerol) (Fredholm et al., 2000; Fig.12). A diferencia de los receptores A1 y Aza

para adenosina, la activacion de los receptores As requiere niveles relativamente mas altos
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Fig. 11. Vias de transduccion de la sefializacion asociadas a la activacion de los receptores para Adenosina. Tanto el
receptro A1y As estan asociados a una proteina G;la cual inhibe la actividad de la adenilil ciclasa, ademds el primero de
ellos también puede encontrarse unido a una G, y por un mecanismo dependiente del dimero Gg, activar canales de potasio
de rectifiacion de entrada, lo cual podria contribuir a disminuir la excitabilidad de la membrana celular. Por otra parte, los
receptrores Axay Azg estdn asociados a una Gs,la cual estimula la actividad de la adenilil ciclasa, incrementando los niveles
de AMPc y provocando la activacion de la PKA. Ademds, el Az y As tambien pueden incorporar una proteina Gq
desencadenando la via de la fosfolipasa Cal ser activados. Tomado y modificado de Moro et al., 2005.

de adenosina (Noji et al., 2004).

Receptor Ax

Desde la década de los 90 ya habia comenzado a purificarse y clonarse el receptor Ay
en tejidos de diferentes animales, Libert et al., en 1989 lo hicieron para la tiroides de canidos
y en 1992 en humano, en ese mismo afo Tucker et al., lo hicieron en el cerebro de bovino y
un afio después Bhattacharya et al., en el rifion de conejo, en 1994 Marquardt et al.; y Meng
etal., lo hicieron para el cerebro de raton y de cobayo, respectivamente. En base a estos datos
se puede observar que este receptor esta formado por alrededor de 326 a 328 aminoéacidos,

con una variabilidad en la secuencia aminoacidica de menos del 10 % entre el receptor de
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perro, rata y vaca, y menos del 5% entre los bovinos y el humano (Ralevic and Burnstock,
1998). Ademas, se observan secuencias consenso en el segmento transmembrana MT3 y
MT?7 entre las diferentes especies de mamiferos e incluso entre los diferentes tipos de
receptores, sugiriéndose que estas podrian ser esenciales para la union del agonista (Fredholm
et al., 2000).

El Receptor A1 es una glicoproteina monomeérica que tiene un peso de entre 34 a 36
KDa y el cual se encuentra ampliamente distribuido el cerebro (corteza, cerebelo e
hipocampo), el asta dorsal de la médula espinal, el ojo, la glandula adrenal y las auriculas
(Fredholm et al., 2000). Ademas, este receptor es el que presenta la mayor afinidad de los
cuatro con respecto a la adenosina, en el rango de 70 nM (Dunwiddie and Masino, 2001) El
receptor Az puede mediar una amplia gama de respuestas de sefializacion ya que se encuentra
acoplado a distintos tipos de proteinas G, dentro de las cuales se encuentran la Gis. La via de
sefializacion mas reconocida para este receptor es mediada por la activacion de la proteina Gi
y la cual provoca la inhibicién de la AC (Van Calker et al., 1978), causando en decremento
en el segundo mensajero AMPc, esto a su vez modula la actividad de la proteina quinasa
dependiente de AMPc (PKA) disminuyendo su capacidad para fosforilar sus proteinas blanco
(Fredholm et al., 2000; 2001).

El otro mecanismo de sefializacion es a través de la activacion de la Go, la cual acciona
a la fosfolipasa C (PLC) conduciendo a la ruptura del fosfoinositol de la membrana celular,
incrementandose asi la produccion de IP3 y diacilglicerol. EI IP3 estimula la liberacién de
Ca2* de almacenes intracelulares via interaccion con receptores especificos localizados en la
membrana del reticulo endoplasmatico. La elevacion de la concentracion del Ca?* citosolico
junto con el diacilglicerol pueden mediar la activacion de la proteina kinasa C (PKC)
(Fredholm et al., 2000; 2001; Linden, 1991)

También se ha observado que la estimulacion del receptor A; puede activar canales

de K" rectificadores de entrada (GIRKSs) probablemente via dimero B-y, ademas de inactivar

canales de Ca?* tipo N, Py Q (Fredholm et al., 2000; Dunwiddie and Masino, 2001)
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La desensibilizacion del receptor Az fue inicialmente estudiada por Parsons and Stiles
en 1987 en donde utilizando adipocitos de rata sometidos a administracion cronica del
agonista N6-R- fenilisopropiladenosina o R-PIA (el cual relativamente selectivo para el A1)
demostraron una disminucion de la capacidad de estos para inhibir la AC ademas de una
disminucion en la cantidad de la subunidad Gi. y el incremento para la Gs.. Estos hallazgos
fueron corroborados por Longabaugh et al., en 1989, confirmando que la desensibilizacion
de estos receptores esta ligada con su regulacion a la baja, asi como también con una
disminucion de la Gi, y el incremento en la G, Sin embargo, no encontraron alteraciones en
los niveles de ARNm para ambas subunidades. Un estudio realizado en la linea clonal de
células DDT1MF-2 demostré que la desensibilizacion del receptor A; se encuentra asociado
a la fosforilacion del mismo y su desacople con la proteina Gi (Ramkumar et al., 1991). En
1997 Nie et al., trabajando con el mismo linaje celular demostraron que la incubacion de
estas células con R-PIA por un lapso corto de tiempo (una hora) provocaba la rapida
translocacion del citosol a la membrana plasmatica de una quinasa de receptores acoplados a
proteinas G (GRKS) lo cual indicaria que estas proteinas son las encargadas de llevar acabo
la fosforilacion del receptor. En el 2010 Jajoo et al., demuestra que la desensibilizacién de
los A1 esta asociada a una perdida de los mismos que al parecer depende de la activacion de
las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK) 1/2 a través de su interaccion con la
B -arrestinal, ademas observan que al retirar el agonista se genera una rapida recuperacion
de los niveles del receptor A; dependiente de la sintesis de nuevos receptores y la cual esta
mediada por la actividad de las ERK1/2.

31) Agonist & antagonist
recognition site
/

Fig. 12. Esquema del receptor para adenosina A;. En
comun con otros receptores acoplados a proteinas G, el
receptor Al presenta siete dominios transmembranales
(I- VII) compuestos de aminodcidos hidrofdbicos, cada
uno de los cuales constituye una a-hélice y que se
encuentran conectados por tres asas hidrofilicas
intracelulares y extracelulares. El nimero de aminodcidos
que componenda cada asa, la region N-terminal y C-
terminal para el receptor Al bovino se expresa entre
paréntesis, asi mismo entre 23 a 25 aminodcidos
componen los dominios transmembranales. Las H
representan los residuos de Histidina, los cuales son
Intracellular  importantes para la unién del ligando. También se
indican las regiones extracelulares y transmembrana del
receptor que se creen importantes para la union de
agonistas y antagonistas. S-S representa la presencia
hipotética de puentes disulfuro. Tomado y modificado de
Ralevic and Burnstock, 1998.
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Receptor Aza

Este receptor fue clonado inicialmente a partir de la tiroides del perro (Maenhaut et al., 1990)
y subsecuentemente del hipocampo de humano (Furlong et al., 1992), y del cerebro de rata y
conejillo de indias. (Chern et al., 1992; Fink et al., 1992). El gen del Aza ha sido mapeado en
los cromosomas 11 (Libert et al., 1991) y 22 (MacCollin, at al., 1994) en el genoma de
humano y se ha predicho que la masa molecular del receptor seria de 45 KDa. Un anélisis de
homologia entre el receptor Axa aislado y clonado del hipocampo de humano versus el
clonado de la tiroides de perro revelo 93 % de homologia, entre el A2a de humano y ratén
del 82.9% y entre rata y raton del 94.6 % mientras que con el receptor A1y Az del 40 %
(Furlong et al., 1992). Ademas, se ha observado una alta homologia interespecies en 250
pares de bases localizadas rio arriba del codon ATG lo que implicaria un posible papel
funcional de esta region no codificante del gen, posiblemente como un modulador de la
transcripcion génica (Chu et al., 1996). Por otra parte, un analisis de identidad de
amino&cidos entre el Aza clonado de cerebro de rata vs el clonado de tiroides del perro revelo
un 82 % de similitud, un andlisis méas detallado evidencio que las variaciones en las
secuencias de aminoacidos son conferidas por la segunda asa extracelular y el dominio
carboxilo terminal (Chern et al., 1992; Fink et al., 1992). Una comparacion realizada entre
las secuencias aminoacidicas de los receptores A1, A2z y Aza clonados a partir de rata revelo
que este Gltimo es el que posee el domino carboxilo terminal mas largo (Tucker and Linden,
1993) y que al parecer este no esta involucrado en el acoplamiento del receptor con su
proteina G, ya que al removerlo o remplazarlo con el C-terminal del receptor A1 no se
modifica la estimulacion de la AC cuando este es expresado en células CHO (Feoktistov and
Biaggioni, 1997). Algo interesante del receptor es que este es polimorfico, en particular la
mutacion silente T1083C (Le et al., 1996; Soma et al., 1998).

Como cualquiera de los otros subtipos de receptores a adenosina, este receptor esta
formado por siete dominios transmembranales, tres asas intra y extracelulares, de las cuales
se ha determinado que los aminoacidos presentes en la segunda asa intracelular pueden
modular indirectamente el acople del receptor a la proteina Gs, en particular los residuos de
glicina y acido glutamico (Olah, 1997). Ademas, se ha observado la presencia de varios
residuos de asparagina que son sitios potenciales de glicosilacién, sin embargo, se determind

que la glicosilacion del receptor no es esencial para la union del ligando al receptor, pero, si
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lo son dos residuos de histidina presentes en los dominios transmembranales VI y VII
(Jacobson et al., 1992).

Se ha encontrado que el receptor Aza se concentra en las regiones dopaminérgicas del
cerebro, en las neuronas espinosas GABAEérgicas medianas del estriado dorsal, en las
neuronas de la region central y cortical del nicleo acumbens y en el tubérculo olfatorio.
Ademas, se determino que los Axa estan asociados a la membrana plasmaética o estructuras
citoplasmaticas en las dendritas y espinas dendriticas en su mayoria en las sinapsis
asimétricas (exitatorias), sin embargo, estos receptores también pueden estar presentes en la
vecindad de sinapsis simétricas (inhibitorias) y en las terminales axonicas. Los receptores
Aza también pueden expresarse en el bazo, el timo, las plaquetas sanguineas, células
endoteliales e inmunes (incluidos los linfocitos, monocitos, macréfagos y células
dendriticas), células de musculo liso y un gran nimero de neuronas en el sistema nerviosos
simpatico y parasimpatico. En menor medida se expresan en corazon, pulmones y vasos

sanguineos (Fredholm et al 2001; Feoktistov and Biaggioni, 2011).

En relacién a la via de sefializacion se sabe que el receptor Aza estan acoplados a una
proteina G de tipo estimuladora que involucra un incremento en la actividad de la AC y por
consiguiente un aumento en los niveles intracelulares de AMPc. Se ha observado ademas que
el receptor pude estar acoplado a diferentes tipos de proteinas G estimulatorias dependiendo
del rea en la cual se estudie, de tal manera que en zonas periféricas este subtipo de receptor
esta acoplado a una Gs (este acople se ve influenciado por elementos presentes en la tercera
asa intracelular pero no del carboxilo terminal) (Tucker et al., 2000), sin embargo en el
estriado, una region del cerebro en la cual los A2a son abundantes, la proteina dominante es
la Goir y la Gs es escasa (Kull et al., 2000). Ademas, se ha notado que los Aza interactlan mas
avidamente con proteinas G que contienes subunidades p4. Al activarse la proteina G esta se
disocia en subunidad alfa (Ge.s) y el dimero B/y; la Ges estimula a la AC tipo VI que
incrementa los niveles de AMPc en la célula y produce la activacion de la PKA la cual a su
vez fosforila y estimula a la proteina de union al elemento de respuesta a AMPc 1 (CREB1)
(de Lera Ruiz et al., 2014), a pesar de que esta es la principal via de sefializacion del receptor
Aoa, en las células COS-7 de mono se ha demostrado la activacion de las proteinas Gais y

Gais las cuales estimulan la actividad de la PLC esto propicia un incremento en los niveles
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de Ca?* intracelular y la activacion de la PKC (Offermanns and Simon, 1995). Ademas,
abundante evidencia apunta a que posterior a la activacion de los receptores Aza se estimula
la actividad de las cinasas activadas por mitdgenos (MAPK) y las cinasas reguladas por
sefiales extracelulares (ERK) (Schulte y Fredholm, 2000).

Hay reportes de que los receptores pueden desensibilizarse si son sometidos a un
estimulo constante y el receptor Aza no se la excepcion. Se ha observado que la exposicion
de Aza por un corto plazo de tiempo al agonista induce una rapida desensibilizacion del
receptor que estd asociada a una disminucion en el acople receptor-proteina Gs y a la
fosforilacion del receptor estimulada por el agonista, mientras que, la exposicion por un largo
periodo de tiempo resulta en una regulacion a la baja en el nimero total de receptores y una
regulacion a la alta de las subunidades a de la proteina tipo Gi (Palmer et al., 1994). Las
principales proteinas involucradas en mediar el proceso de fosforilacion del receptor
inducido por el agonista son las GRKSs. Diferentes isoformas de esta enzima pueden regular
la desensibilizacion del receptor Aza, dentro de estas se encuentra la isoforma GRK-2. En
tejidos que expresan altos niveles de GRK-2 se ha observado que una baja concentracion del
agonista es suficiente para inducir la desensibilizacién del receptor dependiente de GRK
(Mundell et al., 1998). Algo curioso es que esta enzima puede ser inhibida por el factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, de tal manera que un incremento en los niveles de esta molécula
modificaria la desensibilizacion del receptor. Esta ya ha sido demostrado en células THP-
sometidas a un tratamiento con TNF-a encontrando una reduccion tanto en la translocacion
como en la asociacion de la GRK-2 a la membrana plasmatica previniendo asi su asociacion
con el receptor Aza y mejorando su funcion. (Khoa et al., 2006). Por otra parte, un estudio
realizado por Palmer and Stiles demostro que la treonina 298 ubicada en el domino carboxilo
terminal del Axa es esencial en la fosforilacion del receptor inducida por el agonista y la
desensibilizacion a corto plazo, pero no asi para el proceso de desensibilizacién a largo plazo
(Palmer and Stiles, 1997).

Receptor Azs
El receptor A2g fue inicialmente clonado a partir del hipotdlamo de rata (Rivkees and
Reppert, 1992), del hipocampo de humano (Pierce et al., 1992) y los mastocitos de raton

(Marquardt et al., 1994) en la década de los 90s. En humano el gen del Azg ha sido mapeado
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en el cromosoma 17p11.2-p12 (Jacobson et al., 1995; Townsend-Nicholson et al., 1995),
ademas un solo intron interrumpe la secuencia del gen en la region correspondiente a la
segunda asa intracelular entre la Leu'!! y Arg!!? (Jacobson et al., 1995). La masa molecular
del receptor es similar a la del A1y As, es decir de 37 KDa. (Feoktistov and Biaggioni, 1998).
La estructura de membrana propuesta para el receptor Azg es tipica de los receptores
acoplados a proteinas G, es decir siete segmentos transmembranales acoplados entre si por
tres asas intra y extracelulares, asi como un dominio amino extracelular y un dominio
carboxilo intracelular. Se ha notado que la estructura de los dominios transmembranales
presenta un alto grado de identidad en la secuencia de aminoacidos en las diferentes especies
estudiadas (Feoktistov and Biaggioni, 1997), ademas se ha observado que la segunda asa
extracelular del Azs en humano, raton y rata contiene dos sitios potenciales de N-
glicosilacién (Rivkees and Reppert, 1992; Pierce et al., 1992; Marquardt et al., 1994) lo que
sugiere que estas zonas podrian modular la funcionalidad del receptor , sin embargo hasta el
momento los datos apuntan a que no existen diferencias significativas entre los receptores
glicosilados y no glicosilados. (Feoktistov and Biaggioni, 1997). Estudios de mutagénesis
realizados para determinar los componentes del receptor involucrados en el reconocimiento
de agonistas y antagonistas han implicado a los aminoacidos presentes en los segmentos
transmembranales 3, 5, 6 y 7 (Beukers et al., 2000; 2004).

El receptor A2s de humano comparte entre el 86 al 87 % de homologia en la secuencia
de amino&cidos con el Azg de rata y raton mientras que con sus receptores hermanos A; y
Aoasolo del 46 y 45 %, respectivamente (Sebastido and Ribeiro, 1996). Se han hecho algunas
comparaciones en relacion a la farmacologia del receptor Azg para determinar si hay
diferencias en la selectividad del receptor entre las diferentes especies por un mismo agonista,
como sucede en el caso del receptor A1 en donde el agonista xanthine amine congénere
(XAC) es selectivo para rata pero no para humano o conejo, sin embargo las comparaciones
realizadas entre fibroblastos de origen murino vs de origen humano, o entre el A2g humano
expresado en células CHO vs el Azg del cerebro de cobayo no han arrojado diferencias

significativas en el perfil farmacoldgico (Feoktistov and Biaggioni, 1997).

Se ha observado que el receptor a adenosina Azg se expresa ampliamente en diversos

tejidos y organos que incluyen el sistema vascular, la musculatura lisa de la vasculatura
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aortica, el ciego, el intestino, el cerebro y la vejiga urinaria. Altos niveles de expresion de
este receptor han sido detectados en diversos tipos celulares, los cuales incluyen varias
células inmunitarias como los mastocitos, neutrofilos, células dendriticas, macréfagos, y
linfocitos; otros linajes celulares donde se expresan los A2sAR son las células epiteliales
alveolares tipo Il, células endoteliales, células cromafines, astrocitos, neuronas y células
gustativas. Cave menciona que la expresion de los A2sAR se ve influenciada por diversas
sefiales ambientales tales como inflamacidn, estrés y dafio celular e hipoxia. Ademas, este
receptor es altamente expresado en diversos tipos de células y tejidos tumorales promoviendo
la proliferacién celular tumoral, modulando la metastasis de las células tumorales y regulando
el microambiente del tumor (incluyendo los vasos sanguineos circundantes, células
inmunitarias, fibroblastos y la matriz extracelular) (Ying and Pingbo, 2016). También se ha
sugerido que el receptor Azg podria funcionar como un regulador critico en la Diabetes
Mellitus, algunos datos apuntan a que el Azg podria tener un rol pro-diabético incrementando
la resistencia a la insulina y elevando la produccion de mediadores inflamatorio como IL-6
y la proteina reactiva C (Figler et al., 2011). Mientras que otros revelan un papel

completamente opuesto, es decir como un receptor anti-diabético (Ying and Pingbo, 2016).

Generalmente el receptor Azg se encuentra acoplado a una proteina G de tipo Gsolf y COMO
anteriormente mencionamos la activacion de esta conduciria a un incremento en los niveles
intracelulares de AMPc y la posterior activacion de la PKA (Ying and Pingbo, 2016). Otra
via de sefializacion a la cual el receptor puede encontrarse acoplado involucra la movilizacion
de Ca®" de almacenes intracelulares a través de una proteina Ggu1, adicionalmente estos
receptores pueden acoplarse a las map cinasas ERK1/2, JNK and p38 (Aherne et al., 2011) y
la via de sefializacion del acido araquiddnico y regular canales i6nicos de membrana
probamente a través del dimero By de la proteina G. (Ying and Pingbo, 2016). Cabe
mencionar que algunos datos sugieren que el acoplamiento de la proteina G al receptor es
dependiente del tipo celular ya que el acoplamiento a una Gs resulta en una respuesta
antinflamatoria, mientras que a un Gq podria dar como resultado una respuesta

proinflamatoria (Linden et al., 1998).

Se ha demostrado en células embrionarias de rifion humano (HEK-293) que la rapida

desensibilizacion inducida por el agonista y la internalizacion del receptor Azg es dependiente
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de las proteinas GRK-2 y arrestina (Mundell et al., 1999), mientras que las cinasas
dependientes de segundos mensajeros (PKA y PKC) no se encuentran involucradas. Se
sugiere que la isoforma 3 de la arrestina mediaria de manera prioritaria el tréfico del Azs que
la isoforma 2 (Mundell et al., 2000). En células de estrocitoma se demostré que ¢l TNFa
reduce marcadamente la fosforilacion del receptor en los residuos de treonina y atenta la
desensibilizacion del receptor mediada por el agonista (Trincavelli et al., 2004). Por otra
parte, estudios de delecidon y mutaciones puntuales realizados al receptor A2g clonado de rata

329 cercana al dominio carboxilo terminal es

y expresado en células CHO, revela que la Ser
critica para promover la rapida desensibilizacion inducida por el agonista y la internalizacién

del receptor (Matharu et al., 2001).

Receptor Az

Se aisl6 por primera vez como un receptor huérfano en el testiculo de rata por Meyerhof et
al., 1991 convirtiéndose asi en el Unico de los cuatro subtipos de receptores a adenosina
clonado antes de ser identificado. Un afio despuées Zhou et al., 1992 identifican y clonan este
receptor ya no como un receptor huérfano sino como el receptor a adenosina Az en el estriado
de rata. Este receptor ha sido mapeado en humano en el cromosoma 1p21-p13 (Atkinson et
al., 1997) con una longitud de 318 residuos aminoacidicos y cuyo gen contiene 2 exones
separados y un solo intrén de aproximadamente 2.2 kb (Murrison et al. 1996).

El receptor A3 fue clonado de diferentes especies, 1o que reveld que existian grandes
diferencias interespecies en relacion a su, por ejemplo, se encontrd que el receptor clonado a
partir de rata s6lo presenta un 74 % de homologia con el de humano y el de oveja, mientras
que entre el de humano y oveja era del 85 % (Brandon et al., 2006), ademas presenta una
homologia del 40% con los subtipos A1 y A2a. En contraste con los otros subtipos de
receptores, su region C terminal presenta maltiples residuos de serina y treonina, los cuales
posiblemente pueden servir como sitios potenciales de fosforilacion y estar involucrados en
una rapida desensibilizacién del receptor inducida por la administracion del agonista (Palmer
and Stiles, 2000).

En relacion a la distribucion del receptor As este puede encontrarse en rifion,
testiculos, pulmon, higado, mastocitos, eosinofilos, neutrofilos, macrofagos, corazon y en
bajos niveles en corteza cerebral, cerebelo y estriado con localizacion en neuronas, astrocitos

y microglia (Lopes et al. 2003; Yaar et al. 2002; Borea et al., 2015). Ademas, el Az puede ser
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sobre expresado en varias células neoplésicas, como en leucemia, linfoma, astrocitoma,
melanoma y células tumorales pineales, mientras que en estos mismos tipos celulares bajo
condiciones normales la expresion del receptor es baja o nula (Yao et al., 1997 Trincavelli et
al., 2002; Merighi et al., 2001; Suh et al., 2001; Morello et al., 2008). Patrones similares de
sobrexpresion han sido descritos en células inflamatorias de enfermedades como artritis
reumatoide, colitis, Psoriasis y enfermedad de Crohn (Ochaion et al., 2009; Fishman et al.,
2006; Madi et al., 2007). Al parecer esta sobre expresion es debida a factores que incluyen
el incremento en los niveles de adenosina y citoquinas (Madi et al., 2007; Keibel et al., 2009).
Tras la union a sus receptores de superficie la adenosina puede inducir una via autocrina de
expresion de sus propios receptores. Por otra parte, el factor de necrosis tumoral (TNF)-a
induce la trascripcion del factor NF-kB que a su vez actiia como un factor de trascripcion del
receptor Az (Suh et al., 2001; Schlétzer-Schrehardt et al., 2005). Varios estudios han revelado
que la utilizacion de agonistas del Az posee un potente efecto anti-inflamatorio mediado por
la inhibicién de las citoquinas pro-inflamatorias (Hasko et al., 1996; 1998; Mabley et al.,
2003). Se ha encontrado que también es eficaz para combatir el crecimiento de tumores
solidos en un mecanismo que implica la modulacion del TNF-a y las vias de senalizacion
Whnt (Bar-Yehuda et al., 2008; Fishman et al., 2003; 2004). Existen datos farmacoldgicos de
estudios in vivo que revelan de manera interesante, que el tratamiento crénico con agonistas
de los Az en varios modelos animales de cancer e inflamacion no desensibiliza el receptor
(Fishman et al., 2012).

El receptor Az se encuentra acoplado a la via de los segundos mensajeros a través de
una proteina G de tipo Gi 0 Gq. La activacion de la primera involucra el incremento en la
actividad de la AC, posterior aumento del AMPc y activacion de PKA. La estimulacion de
la Gq implicaria la estimulacion de la PLC siguiendo con la liberacion de Ca?* de almacenes
intracelulares y la activacion de la PKC. También se ha reportado que la activacion del Az
puede activar otras vias de sefializacion como a la proteina G monomérica RhoA y la
fosfolipasa D en cardiomiocitos (Lee et al., 2001). Asi mismo se ha visto que en células
cardiacas dispara la activacién de los canales de potasio sensibles a ATP (Katp) ubicados en
el sarcolema mediando proteccion contra isquemia y dafo por reperfusion (Wan et al., 2008).
Ademas, la activacion de la PKCe- puede disparar la activacion de la Aldehido
deshidrogenasa tipo 2 (Koda et al., 2010).
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El receptor As también media la activacion de las proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPKS), por ejemplo, en astrocitos fetales de humano se ha encontrado que el
Az media la activacion las ERK1/2 (Neary et al., 1998). Ademas de activar a la ERK1/2 hay
evidencia experimental de que este receptor también activaria la MAP quinasa p38 en
melanoma, glioblastomas y células de cancinoma de colon (Hammarberg et al., 2004;
Merighi et al., 2005, 2006, 2007). Otra via relevante asociada con la activacion del Az es la
PI3K/Akt (Merighi et al., 2003). Esto ha sido corroborado en la linea celular RBL-2H3
demostrando que la activacion del As dispara la fosforilacion de la proteina kinasa B (Akt)
protegiendo a estas células de la apoptosis; esta via ademas involucra la subunidad By de
proteina Gi y la Fosfatidilinositol 3-Kinasa beta (PI13K-B) (Gao et al., 2001).

Se ha demostrado que la administracion del agonista por un periodo corto de tiempo
produce una rapida desensibilizacién del recetpor a adenosina Az que es mediada por
miembros de la familia de las GRKSs (Ferguson et al., 2000; Palmer et al., 1995). Trincavelli
et al. (2002) demostraron en células de astrocitoma humano que la aplicacién del agonista 2-
cloro-N6-(3-yodobencil) adenosin-5'-N-metiluronamida (CI-IBMECA) a corto plazo induce
una rapida desensibilizacion del receptor seguida por su internalizacion dentro de 15 y 30
minutos, respectivamente. La remocion del agonista da como resultado la restauracion de la
funcion del receptor Az a través de su reciclaje a la superficie celular en 120 min. En cambio,
la exposicion a largo plazo (1-24 h) resulta en una marcada regulacion a la baja el receptor,
la restauracion en sus niveles asociada con la recuperacién en la funcién del receptor fue
lenta (24h). Por otra parte, Palmer y Stiles en 2000 demostraron que la triple mutante
Thr3%/Ala®7, Thret8/Ala®® y Thri%Ala®® dentro del carboxilo terminal mostraba una
marcada reduccién en la fosforilacion y desensibilizacion inducida por el agonista en el Az
de rata, ademas mutaciones individuales de cada residuo mostraron que la Thr38y Thr!® son
los mejores sitios de fosforilacion del receptor. Asi mismo mostraron que el raton mutante
para 2 sitios de palmitacion ubicados dentro del carboxilo terminal del As, la Cys®%? y Cys3%®
por Aia presenta mayores niveles de fosforilacion en ausencia del agonista en relacién al
Wild type (WT). Un trabajo posterior mostrd que el raton mutante Cys°2305A1 jnternaliza
significativamente mas rapido el receptor Az que el WT. Esto sugiere un importante rol
regulatorio de estos sitios de palmitacion en la desensibilizacion del receptor (Ferguson et

al., 2002). De igual forma se ha mostrado que la regulacion del Az inducida por el agonista
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puede ser regulada por las MAPK. Esto ha sido corroborado por Trincavelli et al., 2002, ellos
mostraron que si se induce la activacion del Az en células CHO que expresan de forma estable
el receptor, éste media la activacion del ERK1 / 2 dentro de los primeros 5 minutos de
exposicion al agonista, posteriormente expusieron a las células a un inhibidor de las MAPK
quinasas (PD98059). Esto demostro deficiencias en la fosforilacion, desensibilizacion e
internalizacion del receptor por la inhibicion en la translocacion de GRK-2 desde el citosol a

la membrana plasmaética.

Transportadores para adenosina

Los niveles extracelulares de adenosina estan regulados por un proceso bidireccional de
transporte de nucleodsidos, que podria servir para el mantenimiento de los nucleésidos

extracelulares o para la sintesis intracelular de novo de nucledtidos (Latini and Pedata, 2001)

En la década de los 80 distintos tipos de transportadores para nucleosidos fueron
caracterizados y clasificados funcionalmente en dos categorias principales: (i)
transportadores de nucle6sidos equilibrativos (ENTS), que transportan tanto purinas como
pirimidinas a través de la membrana celular en cualquier direccién y siguiendo su gradiente
de concentracion; (ii) transportadores de nucledsidos concentrativos (CNTs), que median el
flujo unidireccional de nucledsidos acoplados bajo la fuerza del gradiente transmembrana de
Na* (Thorn and Jarvis, 1996).
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Los transportadores equilibrativos son clasificados con base a su sensibilidad por el
inhibidor selectivo nitrobenziltioinosina (NBMPR), encontrandose dos tipos, el
transportador equilibrativo sensible (es 0 ENT1) que es inhibido por el compuesto 6-S-[(4-
Nitrofenil) metil]-6-thioinosina (NBMPR) a concentraciones nM bajas y el transportador
equilibrativo insensible (ei 0 ENT2) que es inhibido a concentraciones UM de NBMPR.
Ademas, el transportador ENT2 tiene menor afinidad por los sustratos que el ENTZ1. (Thorn
and Jarvis, 1996). La estructura basica de los transportadores equilibrativos constaria de 11
dominios transmembrana conectados por regiones hidrofilicas cortas, con excepcion de dos
grandes loops comprendidos ente los dominios transmembrana 1-2 y 6-7 y con el extremo
N-terminal citoplasmatico y el C-terminal extracelular (Vickers et al., 1999; Ward el al.,
2003). Debido a la falta de inhibidores especificos para los transportadores concentrativos,
estos han sido clasificados con base a su selectividad por el sustrato y por su estequiometria
Na" en: CNT1 que media la entrada de nucleosidos pirimidinicos (Ritzel el al., 1997), CNT2
que transporta purinas y uridina (Ritzel el al., 1998), y el transportador CNT3 que presenta
un amplio espectro de selectividad siendo capaz de transportar tanto purinas como
pirimidinas (Ritzel el al., 2001). Ademas, los CNTs también difieren en las cantidades
estequiométricas de ion Na* requerido por el nucledsido transportador, en este aspecto CNT3
ha demostrado necesitar dos Na* por nucleosido (Ritzel el al., 2001), mientras que CNT1 y
CNT2 estan acoplados solamente a uno (Ritzel el al., 1998). En general los transportadores
concentrativos muestran una mayor afinidad por sus sustratos que los equilibrativos, con
valores de Km en el rango uM bajo (1-100
pUM) (Saito et al, 1999). La topologia
predicha para los CNTS es de 13

e\ ([ @ (8w
\/ f \/ dominios transmembrana con una N-

terminal citosdlico y un C-terminal

" _ _
/\ ®/\ extracelular. (Hamllt?n et aI.,-2001). Sin

embargo, el estudio publicado por

EXTRACELLULAR

CNT

CYTOPLASM Johnson et al, (2012) muestra la
ructur ristal NT Vibri
Fig. 13. Modelo del flujo de nucleésidos mediado por el estructura de cristal de C de brio

transportador de dependisnte de Na* (CNT) y el transportador  cholerae. el cual constaria Unicamente de
de ncledsidos equilibrativo. Tomado de Podgorska et al., 2005. '

ocho dominios transmembranales
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Receptor  Proteina G Efectos Agonistas Antagonistas
CCPA
FR194921
CPA DPCPX
AM A
[AMPe - CH BG-9719
11P3 Selodenoson,
As Gi/o PSB-36
TK+ R-PIA ,
BG-9928 (Toponafilina)
}Ca2* GR79236 ,
KW3902 (Rolofilina)
CVT-510 (Tecadenoson)
SDZ WAG 994
SCH-420814
ATIL-146e (Apadenoson)
VERG6947
CGS21680
. ZM-241385
A G AMP PSB 0777 ammonium salt SCHA442416
2A 5 TAMPE ™ ppaia ]
, SCH-58261
WRC-0470 (Binodenoson) )
KW6002 (Istradefilina)
CV-3146 (Regadenoson)
CSC
PSB603
MRS1754 (M6316
TAMPc M )
A G 11P3 LUF5835 ISAM 140
% v rCa  BAY60-6583 MRE 2029-F20
‘ GS 6201
PSB-1115
PSB-10
MRS3558
MRE3008-F20
HEMADO
PSB-11
IAMPc CI-IB-MECA
As Gi/g MRS1334
TIP3 MR-S1898 VUF5574 (V5 888
IB-MECA v )
MRS1523
MRS5151
MRS1292

Tabla 1: Muestra los diferentes subtipos de receptores para adenosina, asi como los antagonistas y agonistas conocidos,

el tipo de porteina G al que se encuentran acoplados y el probable efecto que cada receptor genera cuando es estimulado.
Tomado y modificado de Jacobson et al., 1992; Shryock and Belardinelli, 1997; Ralevic and Burnstock, 1998; Fredholm et
al., 2001, 2011, Jacobson and Gao, 2006; SIGMA-ALDRICH, 2015.
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ANTECEDENTES DE LA ADENOSINA EN EL SISTEMA AUDITIVO

Los primeros en aportar informacion sobre la existencia de los receptores para adenosina y
su posible papel fisioldgico en la cdclea fueron Ramkumar et al., en 1994. Utilizando
membranas preparadas de la coclea de rata demostraron que el compuesto N6-2-(4-amino-3-
[1251] yodofenil) ethyladenosie ([1251] APNEA) un agonista del receptor para adenosina Ay
se unia con una alta afinidad y unién saturable. Ademas, utilizando la toxina pertussis,
observaron una disminucién significativa en la unién de APNEA al receptor, lo que indica
que este receptor se encuentra acoplado a una proteina G de tipo Gin. Asimismo, para
confirmar sus resultados amplificaron de un trascrito reverso de ARN del tejido coclear por
reaccion en cadena de la polimerasa, hibridando el producto con una sonda de cDNA de A;
por Southern blots. Tres afios después, Ford et al., (1997a) utilizando estudios de union de
radioligandos demuestran la presencia de los receptores para adenosina A1 y Az en la cOclea
de chinchilla, siendo los radioligandos utilizados [?(H]DPCPX (antagonista selectivo para A1)
y [1®1]JAPNEA (agonista para A1 y As). También prueban un radioligando para los receptores
Aza ([PH]CGS21680), sin embargo, no obtienen resultados significativos. Con la finalidad
de avaluar la funcion de los receptores encontrados aplican R-phenylisopropyladdenosine (R-
PIA), un analogo no hidrolizable de adenosina, en la ventana redonda, encontrando un
aumento significativo en la actividad de las enzimas antioxidantes y una reduccion
significativa de los niveles de malondialdehido (marcador de la peroxidacion lipidica), lo que
indica un posible rol citoprotector de la adenosina en la coclea contra el dafio oxidativo (Ford
et al., 1997a). EI mismo grupo de investigacién también descubre que la aplicaciéon de
cisplatino en la céclea de chinchillas a través de la membrana de la ventana redonda actua
como un agente ototoxico y ademas genera un incremento en la expresion de los receptores
para adenosina (probablemente A: y Agz), sugiriendo que esto podria ser resultado del
incremento de ROS (provocado por cisplatino) que su vez activarian al factor de
transcripcion NFkB (Ford et al., 1997b), por su parte Kaur et al., en 2016 propone que la
activacion de los ALAR involucraria primariamente la inhibicion en la generacion de ROS
por la via de sefializacion NOX3 NADPH oxidasa y que a su vez conduciria a la inhibicion
del factor transcripcional STAT1 reduciendo la expresién de mediadores inflamatorios y
proteinas pro-apoptéticas. Hu et al, (1997) estudiaron el efecto que R-

fenilisopropiladenosina (R- PIA) ejercia sobre la coclea de chinchilla expuesta a una banda
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de octava de 4KHz a 105 dB de ruido. Midiendo el umbral de los potenciales evocados en el
coliculo inferior, la distorsion del producto de las emisiones otoacusticas (DPOAE) y en dafio
en las células ciliadas determinaron que a los 4 y 20 dias después de la exposicion al ruido
se observaban diferencias significativas entre el control (solucién salina) y el tratamiento
con R- PIA, los cuales mostraban cambios menores en el valor umbral de los potenciales
evocados en el coliculo inferior, en las amplitudes de DPOAE que se recuperaron en mayor
medida y menor pérdida de OHC. Por otra parte Ramkumar et al., (2004) realizan algo similar
a Hu, solo que ellos expone a un grupo de chinchillas a una banda de octava de 4KHz a 96
dB de ruido por seis horas al dia, con periodos de 18 horas sin ruido; posteriormente
utilizando estudios de unidn a radioligandos descubren un incremento en la expresion de los
receptores A para adenosina (~2 veces) poco después del primer periodo de exposicion al
ruido (~ dentro de las 8 horas de iniciado el ruido) que gradualmente regresa a los niveles
basales aproximadamente por el dia 7. Ademas, el incremento en la expresion de los
receptores fue seguido por un aumento significativo en la concentracion de malondialdehido
por el dia 3, que posteriormente regresd a valores normales por el dia 7. Asi mismo tienen
resultados que indican que el incremento en la expresion de Az se encuentra asociado a un
incremento significativo en la actividad del factor de transcripcion NF-xB tras la exposicion
al ruido. Wong et al., (2010) estudian el efecto de la aplicacién en la membrana de la ventana
redonda de adenosina y agonistas para los receptores A; (CCPA), A2a (CGS-21680) y As (CI-
IB-MECA) sobre la funcién de la coclea después de ser expuesta a dafio por ruido,
encontrando que a las 48 hrs. los umbrales de audicion en el tratamiento con adenosina o
CCPA se recuperan parcialmente, mientras que con CGS-21680 y CI-IB-MECA esto no
sucedid. Por su parte en 2010 Vlajkovic et al., someten a un grupo de ratas winstar a un
tratamiento con ruido de banda corta (por 24 hr) con la finalidad de provocar dafio coclear y
pérdida auditiva para una vez terminada la exposicion al ruido administrarles
intraperitonealmente el agonista ADAC (selectivo para el AiAR) en diferentes lapsos de
tiempo (6hr, 24hr o multiples inyecciones) encontrando una recuperacion en los umbrales de
las respuestas auditivas del tallo encefalico (ABRS), observandose la mayor recuperacion en
el grupo que recibié multiples inyecciones. Asimismo, mediante un andlisis histologico del
organo de Corti determinaron que el grupo tratado con ADAC presenta una conservada

morfologia celular; ademas al realizar el analisis cuantitativo de las células ciliadas perdidas

51



el grupo tratado con el agonista mostro solo un 9% y 7 % de células ciliadas perdidas en la
vuelta coclear media y basal, respectivamente, en comparacion con el 23% y 34 % del
control. Estos resultados permiten concluir que el agonista ADAC mitiga el dafio coclear y
la pérdida auditiva generada por la exposicion a niveles traumaticos de ruido. Tabuchi et al.,
(2012) estudian el efecto protector de los antagonistas 2-cloro-N6—ciclopentiladenosina
(CCPA) y 5'- N -ciclopropil- carboxamidoadenosina (CPCA) de los receptores A1y Aoa,
respectivamente, sobre la excitotoxicidad en las dendritas cocleares aferentes. Para ello KA
sobre la membrana de la ventana redonda a una concentracion 10 Mm por 30 minutos para
generar la excitotoxicidad y posteriormente aplican el farmaco a estudiar. Ellos descubren
que el agonista CCPA inhibe los cambios que KA induce sobre el umbral del potencial de
accion compuesto y la hinchazon de las dendritas aferentes cocleares, mientras que CPCA

no afecta la excitotoxicidad inducida por KA.

La presencia de los transportadores para adenosina en la cdclea (de rata) fue estudiada
por Khan et al., (2007) utilizando la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (RT-
PCR), encontrando transcritos de ARNm para dos transportadores de nucledsidos
equilibrativos (ENR1 y ENT2) y dos concentrativos (CNT1 y CNT2). También observaron
que la aplicacion exdgena de adenosina en el compartimiento perilinfatico era captada por
las células que se encontraban dentro del mismo y que esta captaciéon podia ser inhibida al

aplicar nitrobenciltioinosina (un bloqueador de la recaptura de adenosina).

En 2007, Vlajkovic et al., lograron caracterizar y describir la distribucion de los
receptores para adenosina en la coclea de rata. Utilizaron la técnica de RT-PCR y detectaron
transcritos de ARNm para los cuatro subtipos de receptores (A1, A2a, A2g, Az), mientras que
su distribucién fue por medio de histoquimica inmunoperoxidasa y microscopia confocal de
inmunofluorescencia. Los receptores se encontraron expresados de manera diferencial en el
organo de Corti, las neuronas del ganglio espiral, el tejido de las paredes laterales y los vasos
sanguineos cocleares. 4 afios después Vlajkovic y su grupo de investigacién estudiaron el rol
de la sefializacion adenosinérgica en la pérdida auditiva relacionada con la edad (ARHL) al
microinyectar un inhibidor selectivo de la adenosin kinasa (ABT-702) en un grupo de ratones
de la cepa C57BL/6J (altamente sensibles al ruido) comenzado el tratamiento a los 3 0 6

meses concluyendo a la edad de 9 meses descubriendo que los ratones tratados presentan
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mejores valores umbrales de las respuestas auditivas del tallo encefalico para 10 Hz y 16
KHz asi como también una mayor supervivencia de las células ciliadas en el giro apical de
la coclea sugiriéndose que la ARHL puede ser mitigada por un incremento en la sefializacion
adenosinérgica en la coclea. Ya para 2016 utilizando ratones knockout (A1AR—/— and
A2aAR—/—) examinan el rol de los A1AR y A2aAR en el desarrollo del dafio neural inducido
por ruido (8-16 kHz, 100 dB SPL por 2 hrs.) en la céclea. Ellos encuentran que tanto los
ratones knockout como los controles (wild type) experimentan pérdida auditiva, de OHC, de
sinapsis en cinta y de neuronas del ganglio coclear (GC), Sin embargo, determinan que el
knockout AjAR—/— muestra una pérdida auditiva superior, con predileccion a las altas
frecuencias, asi como una mayor pérdida neuronal en el GC mientras que el A2aAR—/—
exhibe una preservacion superior de OHC y una perdida minima de neuronas del GC.

Con la vasta informacidn anteriormente descrita, y considerando los antecedentes al

respecto en nuestro laboratorio, nos planteamos la justificacion del presente trabajo.
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JUSTIFICACION.

Los compuestos purinérgicos, como el adenosin trifosfato (ATP) y la adenosina participan
en procesos de neurotransmision y neuromodulacion. En nuestro laboratorio existen
antecedentes que demuestran que la activacion de los receptores P2 por ATP y sus analogos,
generan cambios en la frecuencia de descarga de las aferentes vestibulares y auditivas durante
el desarrollo embrionario del pollo, siendo el efecto dependiente de la edad y de la
concentracion administrada (Galindo et al., 2013). Existe una amplia evidencia de que la
adenosina es primordialmente formada a partir del ATP, mediante la participacion de
diferentes enzimas, por lo que estos compuestos se encuentran ampliamente vinculados y
regulan multiples procesos fisioldgicos y fisiopatoldgicos, razén por la cual, si un sistema
responde a la administracién de ATP, es muy probable que también lo haga a la adenosina.

Existen reportes en la literatura que brindan evidencias con respecto a la presencia de
los receptores para adenosina en diferentes regiones de la coclea de los mamiferos, asi como
de las enzimas que participan en su formacion (Ramkumar et al., 1994, 2004; Ford et al.,
1997a, 1997b; Hu et al., 1997; Khan et al., 2007; Vlajkovic at al., 2007; Wong et al., 2010;
Tabuchi et al., 2012). La adenosina en diferentes partes del sistema nervioso tiene un
importante papel en la regulacion presinéptica de la liberacion de glutamato, este aminoacido
es considerado el principal neurotransmisor aferente en el oido interno, lo cual nos permite
especular que la adenosina podria estar modulando su liberacion desde la célula ciliada y de
esta forma modificaria la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas. De igual forma,
hay antecedentes que sugieren que la adenosina podria tener mayor significancia funcional
durante el desarrollo que en el sistema nervioso adulto, lo que incrementa el interés por su
estudio en una preparacién como la que trabajamos. Hasta este momento no se han realizado
estudios que evallen al papel que desempefia la adenosina sobre la actividad eléctrica de las
aferentes auditivas durante el desarrollo embrionario ni de la presencia y localizacién de sus

receptores en la papila basilar del pollo.

Por todo lo anterior, consideramos que este trabajo es novedoso y nos permitira
conocer si la adenosina se encuentra participando en la neuroquimica de la papila basilar del

pollo durante el desarrollo embrionario.
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HIPOTESIS

La adenosina es un modulador de la actividad eléctrica espontanea de las neuronas

aferentes auditivas de la papila basilar del pollo durante el desarrollo embrionario.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de la adenosina sobre la actividad eléctrica espontanea de las
neuronas aferentes auditivas de la papila basilar del pollo durante el desarrollo embrionario

e identificar a los subtipos de receptores involucrados.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Estudiar la accion de Adenosina sobre la actividad eléctrica espontanea y sobre
los patrones de descarga de las aferentes auditivas de la papila basilar del pollo durante el
desarrollo embrionario (E15, E18 y E21).

2.- Estudiar la accién de cafeina y teofilina (antagonisats inespecificos de los subtipos
de receptores a adenosina) sobre la actividad eléctrica espontanea de las aferentes auditivas
de la papila basilar del pollo y sobre la respuesta de éstas a la aplicacién de adenosina en la(s)

edad(es) relevantes de acuerdo a la curva dosis-respuesta-edad obtenida (objetivo 1).

3.- Estudiar la participacién de los receptores a adenosina (A1, Y Aza,) en la actividad
eléctrica espontanea y sobre los patrones de descarga de las aferentes auditivas de la papila

basilar del pollo mediante el empleo de los agonistas CCPA y PSB 0777 ammonium salt.

4.- Determinar el ARNm para los subtipos de receptores a adenosina A1, Aza, Az Y
As tanto en el epitelio sensorial como en el ganglio coclear de la papila basilar del pollo en
las edades embrionarias E15 y E21, mediante la técnica de RT-PCR.
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METODOLOGIA

Modelo experimental

Se emplearon embriones de pollo de la especie Gallus domesticus libres de patdgenos
especificos, obtenidos de la avicola ALPES (Tehuacan, Puebla). Las edades embrionarias
empleadas fueron de 15, 18 y 21 dias, con base en los criterios de Hamburger y Hamilton
(1951). Los embriones se mantuvieron en incubacion bajo un control estricto de temperatura
38.5°-39.5°C y humedad relativa del 60% en una incubadora Precision Compact 0.67 Cu. Ft.

(Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Solucion para los registros extracelulares unitarios

Se utilizo solucion Ringer para ave con la siguiente composicién en mM: 124 NaCl; 5 KCl;
2.2 NaH2POg; 2 CaCly; 26 NaHCO3; 2 MgSOg4; Glucosa 10 (Peusner y Giaume, 1997). La
solucién fue burbujeada con gas carbdgeno (95 % de oxigeno y 5% de CO», INFRA) durante
10 minutos con la finalidad de saturarla de oxigeno y ajustar el pH entre 7.3-7.4.

Diseccion

Antes de comenzar la diseccidn el embrion fue anestesiado por disminucién de la temperatura
corporal durante 20 minutos (Peusner y Giaume, 1997). Posteriormente se extrajo del
cascaron separandolo de las membranas embrionarias que lo envuelven y decapitandolo
rapidamente. Se retird el maxilar inferior y parte del cerebro para disminuir la presion
intracraneal y facilitar la diseccion. La preparacion inmediatamente fue colocada en una
camara de diseccion con solucion Ringer, burbujeada con gas carb6geno. Con ayuda de un
microscopio estereoscépico (Nikon, Inc. USA) se retiraron los tejidos blandos de paladar y
el hueso palatino debajo del cual se encontraba la lagena y la papila basilar, acto seguido se
expuso el tallo cerebral y disecd el nervio auditivo. Finalmente, se procedié a separar la
capsula otica del resto del craneo y a colocarla en una camara de registro ubicada sobre una
mesa antivibratoria (Micro-g 63-563, TMC) donde fue perfundida a una velocidad
aproximada de 1.5 ml por minuto con solucion Ringer burbujeada con gas carbogeno, a una
temperatura constante de 37° C mantenida a través de un controlador de temperatura (TC-
102 de Medical System Co USA). Todo el procedimiento desde que se extrajo al embrion
del cascardn hasta el montaje de la preparacion en la camara de registro se llevé a cabo en

un lapso no mayor a 15 minutos para disminuir al maximo el dafio en la papila basilar.
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Técnica de registro

Para registrar la actividad eléctrica de las aferentes primarias que inervan la papila basilar se
empled el registro extracelular unitario, para ello se utiliz6 un amplificador Duo 773 (World
Precision Instruments, Inc.) y un amplificador AC (P-511. Grass). Se utilizaron electrodos
de brosilicato llenados por capilaridad con una solucion 2M de NaCl y resistencias de entre
25 y 50 MQ (P-97 Micropipette Puller, Sutter Instruments Co.). Las respuestas de las fibras
aferentes del nervio ante distintas drogas, asi como su actividad basal salidas del amplificador
fueron observadas en un osciloscopio (Tektronix 2201), capturadas mediante el programa
computacional AxoScope 8.2 (Axon Instruments, USA) con ayuda de un conversor A/D

(Digidata 1322A, Axon Instruments, USA) y grabadas para su procesamiento fuera de linea.

Farmacos utilizados
Los farmacos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y Tocris, México y administrados por
perfusion en el bafio (10 ml). Cabe mencionar que antes de administrar el farmaco se tomaron

dos minutos control.
Agonistas de los receptores purinérgicos P1

% Adenosina
s+ CCPA: 2-cloro-N6-ciclopentiladenosina
s PSB 0777 ammonium salt: 4-[2-[(6-Amino-9-b-D-ribofuranosyl-9H-purin-2-

yl)thio]ethyl] benzenesulfonic acid ammonium salt
Antagonistas de los receptores purinérgicos P1

«+ Cafeina

< Teofilina

TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Extraccion del ARN

A partir de las muestras obtenidas de la papila basilar y el ganglio coclear del oido interno de
pollo se procedié a realizar la extraccion del ARN empleando un Kit comercial (Quick-
RNA™ MiniPrep) y siguiendo las instrucciones del fabricante, se resumen a continuacion el

procedimiento: 1) las muestras obtenidas se colocaron, segun la edad embrionaria y el
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componente del oido interno al que correspondian (papila o ganglio) en tubos ependorf que
contenian 500 pl de buffer de lisis, 2) se homogenizé la muestra utilizando un Ultra-sonicador
de punta, 3) el homogenizado se transfirio a una primera una columna de separacion (blanca)
contenida en un tubo colector y fue centrifugado a 13200 rpm por 3 min, 5) se colectd el
sobrenadante y realiz6 una dilucién 1 a 1 con etanol al 70 % , el producto de la dilucién se
transfirio a una segunda columna de separacion (roja) contenida en un nuevo tubo colector y
se repitio el mismo ciclo de centrifugacion desechando el sobrenadante, 4) se adiciono 400
ul de buffer de pre-lavado a la columna de separacion y procedié a centrifugar con los mismos
parametros desechando el sobrenadante, 5) se realizaron dos lavados mas adicionado 400 de
buffer de lavado repitiendo el paso de centrifugacion y eliminando el sobrenadante, 6) las
columnas de separacion se transfirieron a tubos para elucion tipo ependofr de 1.5 ml libres
de ARNasas y se procedio a agregar al interior de la columna 35 pl de agua libre de ARNasas
con la finalidad de eluir el ARN contenido en el filtro de la columna. Una vez finalizada la
extraccion procedimos a determinar la calidad y cantidad de ARN por medio de
espectrofotometria considerando un ARN de calidad cuando su cociente 260/280 estuviera
en el rango de 1.6 a 2.0 en unidades arbitrarias de absorbancia y con cantidad suficiente
cuando como minimo obtuviésemos 170 pg/ml. Las muestras se mantuvieron bajo
congelacion a -20 ° ¢ por un tiempo m&ximo de un mes siempre y cuando no se sometiesen
a ciclos de congelado y descongelado. Antes de proceder a realizar la Transcripcion Reversa

se determind nuevamente la cantidad y calidad del ARN.

Transcripcion Reversa (RT)

Este paso consistio en sintetizar una cadena complementaria de ADN (ADNCc) a partir del
ARN aislado a través de la enzima Transcriptasa reversa. Para realizar la RT se utilizé el kit
High Capacity Cdna Reverse Transcription (Applied Biosystems) siguiendo las instrucciones
del fabricante. A partir de los datos obtenidos por la cuantificacion del ARN aislado se
prepararon tubos de reaccion de 20 pl cada uno de los cuales al final del procedimiento
contendria 2 ug de ARN por condicidn; el tipo de reactivo y la cantidad del mismo agregada

a cada tubo de reaccién se resumen a continuacion:
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A DAD
D A .
Bufer RT 4.0 ul
Transcripatasa 0.5 ul
reversa
DNTP’s 1.0 ul
RANDOMS
PRIMERS 2.0u
ARN aislado 2.0 ug
H20 Inyectable V{20 ul

Una vez finalizada la adicién de los reactivos, cada uno de los tubos de reaccién

fueron colocados en un Termociclador aplicandose el siguiente protocolo.
ler paso: 25 ° ¢ por 10 minutos
2do paso: 37° ¢ por 120 minutos
3er paso: 85°c por 5 minutos
4to paso: 4°c hasta su retiro del Termociclador

Una vez retirados los tubos de reaccidn estos fueron Almacenados a -25 ° ¢ hasta el

dia de su utilizacion.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el ADNc se procedi6 a realizar la PCR utilizando oligonucle6tidos
disefiados por un software proporcionado en internet por la empresa Integrated DNA
Technologies (IDT-DNA); la siguiente tabla presenta las especificaciones de cada uno de los
oligonucle6tidos empleados:
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A

NM_204316 ADORA1l | Fwd:GAAGATCCCGGTCAGGTATAAG 62.5 504
Rev:GTGAGGAAGATGGCGATGTA 62.7

XM_004934348 | ADORA2A | Fwd:CCTCCTCGCGTCTCTCTATTA 62.4 302
Rev:CGCATCCTCTTATCCATCTCAC 64.7

NM_205087 ADORA2B | Fwd:CCATGAGTGGTTGTCCTAACTC 62.3 710
Rev:TACAGCTGCGTAACTGCATAG 60.7

NM_204151 ADORA3 | Fwd:CTATGGGAAGGAGTTCAGGAAAG 63.9 794
Rev:GTGTGGTTGTGTGCAAGTAAAG 62.1

NM_205518 ACTB Fwd:CGTGCTGTGTTCCCATCTATC 55.6 388
Rev:CACCAGAGTCCATCACAATACC 55.2

Para la PCR se prepararon tubos de reaccion a cada uno de los cuales se les adiciono

los siguientes reactivos:

TIPO DE CANTIDAD
REACTIVO )
Bufer Dream 10.0

Oligonucleotido Fwd 1.0
Oligonucleotido Rev 1.0
H20 Inyectable 5.0
ADNCc 3.0

Cada tubo de reaccion para PCR tuvo un volumen final de 20 ul y dependiendo de
sus temperaturas de alineamiento fueron colocados por bloques al interior del Termociclador
aplicandose el siguiente protocolo:

ler paso: 94 ° ¢ por 30 segundos para desnaturalizacion del ADN

2do paso: temperatura dependiente de la temperatura de alineamiento de cada

oligonucleotido por 30 segundos, permite la alineacion del oligonucledtido al ADNc

3er paso: 72 ° ¢ por 60 segundos, este paso la Taq polimerasa sintetiza la nueva cadena
de ADN (Extension)

Estos pasos se repitieron durante 40 ciclos
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ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos se realiz6 empleando una prueba ANOVA de una via. Se
considero significativa la diferencia con una p < 0.05. En aquellos casos en que la diferencia

fue significativa utilizamos la prueba post hoc Tukey.

RESULTADOS
En este estudio se registraron un total de 102 neuronas aferentes del ganglio coclear mediante

la técnica de registro extracelular unitario con edades embrionarias de 15, 18 y 21 dias,
mientras que para las técnicas de biologia molecular se utilizaron un total de 84 ganglios
cocleares y epitelios sensoriales para E15 y E21. El total de animales utilizados en este
trabajo fue de 137 de los cuales 95 fueron usados para los registros de la actividad
electrofisiologica de las aferentes auditivas y el resto en los ensayos de RT-PCR.

A continuacion describimos el efecto de los agonistas y el antagonista de los
receptores P1 sobre la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas. Cabe mencionar que
cada preparacién en promedio mostré una viabilidad de cuatro horas méximo. Ademas, al
final de esta seccion se presentan los valores densitométricos obtenidos al analizar la

intensidad de las bandas alcanzadas en los ensayos de RT-PCR.
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Efecto de Adenosina sobre la actividad eléctrica basal de las aferentes auditivas
Para evaluar la posible participacion de los receptores a Adenosina en la neuroquimica

auditiva decidimos administrar el agonista inespecifico Adenosina (1 uM, 10 uM y 100 pM)
en las edades embrionarias de 15, 18 y 21 dias (n=30) encontrando que este provoca un
incremento en la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas, siendo la magnitud de
dicho efecto dependiente de la edad del animal y de la concentracidon. Observamos la maxima
respuesta en las preparaciones de 21 dias (1 uM: 62.85 £ 1.48 %; 10 uM: 140.19 + 18.90 %;
100 uM: 178.79 + 3.91 %). En E18, adenosina generd un incremento en la frecuencia de
descarga de las aferentes auditivas observandose el mayor efecto a la concentracion de 100
uM (123.86 + 9.87). Adenosina provocd un incremento en la frecuencia de disparo de las
aferentes no significativo estadisticamente en las preparaciones de E15 (10 uM: 10.87 +3.21
%; 100 uM: 17.86 + 3.97 %).
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Fig. 14. Grafica de barras dosis-efecto-edad que muestra la accion de Adenosina sobre la actividad eléctrica espontanea
de las aferentes auditivas con edad de 15, 18 y 21 dias embrionarios. Se observa que la accion de Adenosina fue excitadora
en todas las edades estudiadas y que la respuesta de las aferentes auditivas fue siempre mayor en E21 observdndose la
mayor respuesta con 100 uM, mientras que en E15 a cualquier concentracion administrada la respuesta siempre fue de
menor magnitud. Cada barra corresponde por lo menos a 3 experimentos. La linea punteada refiere el 100 % de la actividad
control. (* p <0.05; ** p <0.001)
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Durante un experimento tipico en E21 se observa un incremento en la frecuencia de

descarga de la aferente auditiva registrada tras la perfusion en el bafio de Adenosina 100 pM

y cuyo efecto es reversible posterior a 10 minutos de lavado de la preparacion con solucion

Ringer para ave. A continuacion mostramos un ejemplo de ello
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Fig. 15. Registro extracelular unitario de una neurona aferente de la papila basilar de un embrion de pollo de 21 dias de
edad. De izquierda a derecha se muestra la actividad eléctrica espontdnea de la neurona aferente; diagrama de Poincaré
e histograma del intervalo entre espigas que esquematizan el patrén de disparo de la misma. A) Registro de una neurona
aferente bajo condiciones basales. B) Registro de una neurona durante la administracion de Adenosina 100 uM en donde
puede observarse un incremento en la frecuencia de disparo y en su regularidad. En el diagrama de Poincaré e histograma
podemos observar que los datos tienden a concentrarse en un punto, lo que indica una modificacién en el patron de
disparo, lo cual contrasta con la dispersion observada en condiciones control y de lavado. C) Registro electrofisioldgico de
la actividad eléctrica de la neurona tras 10 minutos de lavado. Puede observarse una reversion del efecto de la droga.
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Ademas de evaluar los cambios en la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas
decidimos también hacer un anélisis de los cambios en el patrén de disparo de las neuronas
registradas antes y durante la administracion del agonista. Tras la administracion de
adenosina encontramos que esta modifica el patron de descarga de las neuronas hacia valores
mas regulares, sin embargo, solo en las preparaciones de E21 el patron de disparo paso de
ser irregular (> 0.5) a regular (<0.5) a las concentraciones de 10 y 100 pM.
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Fig. 16. Grafica de los coeficientes de variacion del intervalo entre espigas correspondientes a las concentraciones de
adenosina administradas (1, 10 y 10 uM) en las diferentes edades embrionarias (E15, E18 y E21). Se correlaciona C.V.
promedio de la actividad eléctrica espontanea (CONTROL) contra el C.V. promedio tras la administracion de la droga
(AGONISTA). Cada simbolo denota la administracion de una concentracion diferente mientras que los colores hacen énfasis
en la edad del embrion a la cual la droga es administrada. Podemos observar una tendencia del C.V. hacia la regularidad
de la descarga tras la aplicacion de Adenosina.
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Para corroborar que la respuesta de incremento de frecuencia de disparo de las
neuronas aferentes auditivas de la papila basilar de pollo observado con adenosina era
precisamente por accion de ésta a través de algunos de sus receptores, decidimos estudiar el
efecto que tendria la administracion de antagonistas inespecificos de éstos (cafeina y

teofilina) sobre la accion excitadora de adenosina.

Encontramos que cafeina 100 uM (n=3) produjo una accion inhibidora sobre el
incremento por adenosina en la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas. Para esta
seccidn experimental s6lo empleamos embriones de 21 dias, ya que fue donde se encontro
mayor respuesta a adenosina (ver curva dosis-respuesta-edad) a una concentracién de 100
UM (162.44 + 1.64), mientras que en presencia de cafeina la accion de adenosina decremento
a 103.14 + 8.13, lo que significa un decremento del 36.5 %.

En los experimentos en los que administramos teofilina 100 uM (n=4), observamos
al igual que con cafeina, una accion inhibidora pero de menor magnitud sobre la respuesta
de las aferentes auditivas a adenosina (162.44 + 1.64 vs. 112.36 + 11.59), que significo un
decremento del 30.82 % (figura 17).
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% DE DESCARGA BASAL

ADENOSINA ADENOSINA + ADENOSINA +
100 pM TEOFILINA CAFEINA
100 pM 100 pM

Fig. 17. Grdfica que muestra el efecto inhibidor estadisticamente significativo de los antagonistas cafeina y teofilina sobre
la accion de adenosina 100 uM (p < 0.5).
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Con la finalidad de evaluar la contribucién individual de los receptores a Adenosina

decidimos utilizar agonistas especificos para dos de ellos, el A1y Aza.

Efecto de CCPA sobre las aferentes auditivas.

Estudiamos el efecto de CCPA (agonista de receptor A1) en un rango de concentraciones de
1, 10 y 100 uM en E15, E18 y E21 (n=35), a través de su perfusion en el bafio de la
preparacion. Como se muestra en la figura 18, CCPA incrementd la frecuencia de descarga
de las aferentes auditivas y la magnitud de dicho efecto fue dependiente de la edad del animal
y la concentracion administrada, observandose la respuesta maxima en las preparaciones de
21 dias de edad (1 pM: 10.84 + 6.97 %; 10 uM: 94.08 + 16.4%; 100 pM: 132.13 + 15.14 %).
En E18, CCPA también tuvo un efecto excitador sobre la actividad eléctrica de las aferentes
auditivas, predominando con 10 y 100 uM, donde el incremento en la frecuencia de descarga
basal fue de 37.84 + 10.73 % y 80.77 + 7.15 % respectivamente. Cabe mencionar que el
efecto de CCPA resulto estadisticamente significativo a la concentracion de 100 uM en
comparacion con 1 y 10 pM. Con respecto a E15, los cambios en la frecuencia de descarga
de las aferentes auditivas por CCPA fueron minimos con todas las concentraciones probadas,

por lo que no resultaron estadisticamente.
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Fig. 18. Grafica dosis-efecto-edad que muestra la accién de CCPA sobre la activiad eléctrica espontanea de las aferentes
auditivas en E15, E18 y E21. Podemos observar que la accion de CCPA fue excitadora en todas las edades estudiada, excepto
en E18 a la concentracion de 10 uM y que la respuesta de las aferentes auditivas fue siempre mayor en E21 y E18 a la
concentracion de 100 uM. En E15 no se observaron incrementos de frecuencia en la actividad espontdnea significativos
con ninguna de las concentraciones usadas. Cada barra corresponde por lo menos a 3 experimentos. La linea punteada
refiere el 100 % de la actividad control. (* p < 0.05; ** p < 0.001).
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A continuacion mostramos un ejemplo del incremento en la frecuencia de descarga

de la aferente auditiva registrada tras la administracion por perfusion en el bafio de CCPA.

Fig. 19. Registro extracelular unitario de una neurona aferente de la papila basilar de un embrién de pollo de 21 dias de
edad en el cual podemos observar claramente el incremento en la frecuencia de descarga provocada por la administracion
de CCPA 100 uM, ademds en el diagraman de Poincaré e histograma del intervalo entre espigas se puede observar que se
genera una ligera modificacion en el patron de descarga de la neurona, volviéndose atin mds regular. El efecto del agonista
fue revertido parcialmente tras 10 minutos de lavado con solucion Ringer.
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En relacion a los patrones de descarga de las aferentes auditivas tras la administracion
de CCPA podemos observar que en la edad de E21 el coeficiente de variacion tiene a volverse
mas regular, principalmente en 10 y 100 uM. Sin embargo, sé6lo a la concentracion de 10 uM
se observo un claro cambio de patron de descarga irregular a regular (C.V.=0.66 vs. C.V.=
0.44). En lo que respecta a E18, la tendencia hacia la regularidad de la actividad eléctrica
también es observada con las diferentes concentraciones empleadas. Es importante destacar
que en E15 no se observé cambio en el C.V. cxon ninguna de las dosis administradas (figura
20).
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Fig. 20. Grafica que ilustra los cambios de los coeficientes de variacion del intervalo entre espigas tras la administracion de
1, 10y 10 uM de CCPA en E15, E18 y E21. Relacionamos el C.V. de la actividad eléctrica espontanea (CONTROL) vs el
obtenido tras la aplicacion de la droga (AGONISTA). Se aprecia una ligera tendencia del coeficiente de variacion hacia
valores mds pequefios excepto en las preparaciones de 15 dias.
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Efecto de PSB 0777 Ammonium salt sobre las aferentes auditivas

Con la finalidad de estudiar de manera aislada la participacion de receptor A2A sobre
la actividad eléctrica de las aferentes auditivas decidimos administras el agonista selectivo
PSB 0777 Ammonium salt en un rango de concentraciones de 1, 10 y 100 uM en las edades
embrionarias de 15, 18 y 21 dias (n=30; figura 21). Encontramos que este agonista genera un
ligero incremento en la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas en E21 (1 uM: 15.12
+ 11.78 %; 10 uM: 16.31 £ 2.74 %; 100 uM: 20.69 £+ 0.20 %) mientras que para E18
unicamente se observa efecto a las concentraciones 10 y 100 uM, en las cuales el incremento
en la frecuencia de descarga basal fue de 12.39 + 5.38 % y 18.09 + 4.48 %, respectivamente.
En las preparaciones de 15 dias no se observo efecto excitador al administrar la concentracion
mas baja (0.35 * 2.03 %). Sin embargo, al realizar el analisis estadistico del efecto de PSB

0777 Ammoniu salt sobre las aferentes auditivas en las tres edades estudiadas este no fue

significativo.
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Fig. 21. Grafica dosis-efecto-edad que muestra la accion de PSB 0777 Ammonium salt sobre la actividad eléctrica
espontdnea de las aferentes auditivas con edad de E15, E18 y E21. Se observa que la accion del agonista fue excitadora
unicamente en E21 a las tres concentraciones administradas mientras que en E18 solo lo fue para dos de ellas. A ninguna
de las edades y concentraciones administradas el efecto de PSB 0777 Ammonium salt fue significativo. Cada barra
corresponde por lo menos a 3 experimentos. La linea punteada refiere el 100 % de la actividad control.
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En la figura 22 se ilustra un registro extracelular unitario de la actividad eléctrica
espontanea de una neurona aferente auditiva antes, durante y después de la aplicacion del
agonista PSB 0777 Ammonium sal:
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Fig. 22. Registro extracelular unitario de una neurona aferente de la papila basilar de un embrion de 21 dias de edad.
Obsérvese que con la administracion de PSB 0777 Ammonium salt hay un minimo incremento en la frecuencia de descarga
basal. Ademds al analizar el diagrama de Poincaré e histograma la dispersion de los datos, éstos mantienen una
distribucion similar en los tres lapsos de tiempo mostrados (A, B, y C), lo que parece indicar que no hay modificacion en el
coeficiente de variacion de intervalo entre espigas y por tanto el patrén de descarga no se ve alterado por accion del
agonista.
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Realizamos un analisis similar de los cambios del C.V. en los experimentos con el
agonista PSB 0777 Ammonium sal. No encontramos cambios significativos con ninguna de
las concentraciones administradas y en ninguna de las edades estudiadas. Los datos

resumidos se muestran a continuacion:
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Fig. 23. Grdfica de los coeficientes de variacion del intervalo entre espigas de la actividad eléctrica espontdnea (lzquierda)
con los de la administracion de PSB 0777 Ammonium sal (derecha) a diferentes concentraciones (indicado con diferentes
simbolos) y en diferentes edades (escala de colores).
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Expresion del ARNm codificante para los subtipos de receptores P1 (RT-PCR)

Para correlacionar nuestras observaciones electrofisioldgicas realizamos pruebas de RT-PCR
mediante las cuales pudimos demostrar que durante E15 Unicamente est presente el ARNm
que codifica para el receptor a adenosina Aza y que éste se expresa con intensidad similar
tanto en el epitelio sensorial como en el ganglio coclear. En embriones de 21 dias, la presencia
del ARNm para este receptor sigue manteniéndose en ambas estructuras, pero con intensidad
mayor, adicionalmente también observamos la presencia del ARNm codificante para el
receptor Az, y Asz. La intensidad de la banda fue mayor en el epitelio sensorial que en ganglio
para el A, mientras que para el Az se observo lo opuesto. La banda correspondiente al
receptor Azg, fue visualizada Unicamente en el epitelio sensorial. En etapas posteriores a la
eclosion (P8) los cuatro subtipos de receptores estan presentes con intensidad mayor a la

observada durante el desarrollo embrionario.

A) EPITELIO SENSORIAL B) GANGLIO COCLEAR

E15

E21

BActin A1 An Ax As BActin A1 An Ax As

Fig. 24. Determinacion del ARNm para los receptores a Adenosina en el epitelio sensorial y en el ganglio coclear del pollo
en las edades embrionarias de 15y 21 dias por medio de la técnica de RT-PCR. A) De manera cualitativa en E15 se identifico
el ARNm codificante para A;»AR mientras que en E21 lo fue para los cuatro subtipos de receptor (A;, Aza, Azs y As). B) En
ganglio coclear se detectd la presencia del A;sAR en ambas edades y del AiAR y AsAR en E21. Nétese que la banda
correspondite a los receptores A1y Azs siempre fue de menor intensidad, ademds los ensayos de RT-PCR parecen indicar
una expresion diferencial entre las dos edades estudiadas.
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Fig. 25. Grdfica del andlisis semi-cuantitativo que muestra los valores de la intensidad de banda (unidades arbitrarias)
normalizadas con respecto a B-actina para embriones de pollo de 15 y 21 dias en epitelio sensorial y ganglio coclear (n=12).
Podemos observar que en el epitelio sensorial a la edad de 21 dias la intensidad de la banda correspondiente al ARNm para
el receptor A4 fue la que mostro la mayor intensidad seguida de la banda correspondiente al receptor As. Por otra parte,
las bandas relacionadas con la expresion del ARNm para los receptores A1y Azg fueron las menos intensas. Para el caso del
ganglio coclear en esa misma edad el receptor As fue el que mostro la banda mds intensa seguida por la banda del receptor
A,a mientras que la banda correspondiente al ARNm del receptor A; fue la menos intensa. Para estas dos estructuras en la
edad de E15 la intensidad promedio de la banda correspondiente al ARNm receptor Az fue muy similar.
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DISCUSION

La sefalizacion purinérgica ha demostrado ser una de las mas ubicuas pudiendo
regular la proliferacion celular, la migracion, la diferenciacion, la supervivencia y la muerte
en el desarrollo embrionario. Asi como participar en la inflamacién, la neuroproteccion, la
citoprotecion y el cancer. Sus efectos son mediados a través de la activacion de dos diferentes
familias de receptores purinérgicos, los P1y los P2. Los P2 estas conformados por receptores
de tipo inotropico (PX2) y metabotrépico (P2Y) mientras que los P1 solo estan conformados
por receptores de tipo metabotropico siendo estos el A1, Aza, Azg Y Az, estos Ultimos han
sido implicados en el funcionamiento del sistema nervioso central y los sentidos especiales
(vision y audicion).

En la retina y SNC la adenosina suprime la transmision sinaptica excitadora a través
de varios mecanismos que incluyen a) la inhibicion de los canales de Ca** dependientes de
voltaje resultando en una disminucién en la liberacion del neurotransmisor (Blazynski et al.,
1992; Gundlfinger et al., 2007; Hartwick; et al., 2004; Sun et al., 2002; Wu and Saggau
1994;), b) inhibiendo la actividad del receptor N-Metil-D-Aspartato (NMDA) (Wirkner et
al., 2000; Wu et al., 1999; Zhang et al., 2010) y la fosfolipasa C (PLC) (Costenla et al., 1999),
¢) incrementado la actividad de los receptores GABAA (Feigenspan and Bormann., 1994) o
bien, inhibiéndola (Rombo., et al., 2016) y d) estimulando la apertura de canales de potasio
sensibles a ATP (KarT) (Sakamoto et al., 2004; Blondeau et al., 2000; Reshef et al., 2000).

En la audicidn se ha observado que en modelos de sobre estimulacion acustica hay
una regulacion a la alta de los receptores Az inducida por un incremento en la concentracion
intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) y por la sefalizacion del factor
transcripcional NF-kB (Ramkumar et al., 2004). La administracion de agonistas de los
receptores incrementa la produccién de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa
y la superoxido dismutasa que confieren proteccidén contra la ototoxicidad (por ROS)
derivada de agentes quimioterapéuticos basados en platino (Ramkumar., et al., 1994; Ford et
al., 1997b; Whitworth et al., 2004).

En este trabajo encontramos que la microperfusion de adenosina (1, 10 y 10 uM) en

la periferia del sistema auditivo en las edades embrionarias de 15, 18 y 21 dias tiene un efecto
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excitador sobre la descarga de las neuronas aferentes del nervio coclear, lo que sugiere la
presencia y activacion de receptores a adenosina durante el desarrollo embrionario. El efecto
de adenosina fue dependiente de la edad y de la concentracion administrada, observandose
el mayor efecto en E21 a la concentracion de 100 uM. Los resultados obtenidos con la
administracion de adenosina se pueden correlacionar con lo hallado por Dulon et al. (1991),
quienes demostraron que la aplicacion de adenosina en células ciliadas internas de mamifero
incrementaba los niveles de Ca?* intracelular, lo que a su vez podria relacionarse con un
incremento en la liberacion del neurotransmisor dependiente de las concentraciones de Ca?*
intracelular y por ende un incremento en la actividad eléctrica espontanea de la neurona
aferente (Ceriani and Mammano, 2012). También han sido observados efectos excitadores
por adenosina en rebanadas de la region CA3 de hipocampo y coliculo superior en cobayos.
Lo interesante es que estos autores encuentran una correlacion entre la concentracion de
adenosina administrada y el efecto observado, de tal manera que a concentraciones de 10 nM
a 1uM se observa un efecto excitador y a concentraciones mayores de 10 uM el efecto es
inhibitorio, esto en hipocampo. Sin embargo, en el coliculo superior s6lo se observo el efecto
excitador (concentracién mayor al0 nM) y nunca el inhibidor (Okada et al., 1990; Nishimura
et al., 1900). Ellos concluyen que el efecto excitador es debido a un incremento en la

liberacion de glutamato, aproximadamente 1.7 veces mas (Okada et al., 1992).

Por otra parte, resultados opuestos han sido obtenidos al administrar adenosina en la
periferia del sistema vestibular de rana, encontrado que esta molécula inhibe la frecuencia de
descarga de las neuronas aferentes, mientras que la aplicacion del antagonista teofilina
incrementa la frecuencia de disparo (Bryant et al., 1987). Ademas se ha encontrado que la
administracion de adenosina en la cdclea de cobayos produce un decremento significativo en
las potenciales microfénicos cocleares y en el potencial de accion compuesto, lo que
posiblemente indique que adenosina a nivel de la sinapsis célula ciliada—neurona aferente,
estaria mediando la activacion de una via de segundos mensajeros que involucraria una
disminucion en el influjo de Ca?* a las células ciliadas, suprimiendo asi la liberacion del
neurotransmisor, asi como un incremento en las conductancias de potasio en la neurona

aferente generando la hiperpolarizacion de la célula (Nario et al., 1994).
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Algo interesante, ademas, es que también han sido obtenidos resultados que no
apoyan ni contradicen las dos propuestas anteriores. El trabajo realizado por Ford y
colaboradores (1997a) demostrd que la administracion de R-phenylisopropyladdenosine (R-
P1A) agonista selectivo para el receptor Ax en la ventana redonda de la coclea de chinchilla
no afecta el potencial endococlear, el potencial de accion compuesto ni las respuestas
auditivas evocadas en el tallo cerebral. Resultados similares al administrar adenosina (100
uM -1 uM) en cdclea de cobayo fueron observados por Mufioz et al. (2001) al evaluar el
potencial endococlear y el potencial microfonico coclear. Asi mismo Wong et al. (2010)
demostraron que la administracion de agonistas selectivos para los receptores A1, Aca 'y Az
no tiene un efecto significativo en los potenciales cocleares evocados por sonido. Estos
resultados sugieren que adenosina no altera ninguno de los parametros electrofisioldgicos de
la funcion coclear normal en organismos adultos. Sin embargo, lo que si se ha observado es
que se produce un incremento en la actividad de enzimas antioxidantes (superdxido
dismutasa, catalasa, glutation reductasa y glutation peroxidasa) tras la administracion de R-
PIA (Ford et al., 1997a) lo que sugiere que la principal funcién de adenosina en la céclea

bajo condiciones fisiol6gicas normales seria citoproteccion.

Si correlacionamos la magnitud del efecto excitador generado por la administracion
de adenosina con las edades embrionarias estudiadas podemos darnos cuenta que E15 fue la
edad en la cual el efecto de este agonista fue de menor magnitud, por lo que consideramos
gue esta molécula tendria una participacién mas activa una vez que la funcion auditiva ya ha
sido establecida, posiblemente mediando la experiencia sensorial, por ejemplo se ha
observado que la estimulacion auditiva en embriones de pollo y codorniz japonesa provoca
que estos presenten un proceso adelantado de eclosion (Sleigh and Casey, 2014; Markham,
et al., 2008). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que adenosina podria estar
involucrada en la parte final del establecimiento de la funcién auditiva probablemente
regulando el desarrollo funcional de las células ciliadas altas de manera analoga a lo que ha
sido observado en mamifero (Marcotti, 2012). Esta propuesta se ve reforzada por el hecho
de que la actividad eléctrica espontanea generada durante las dos primeras semanas
posnatales en la rata (periodo pre-auditivo) no se ve afectada tras la administracion de
adenosina o el antagonista 8-Ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX) selectivo para el
receptor Ax. (Tritsch et al., 2007).
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Una propuesta méas del por qué se observa un incremento en la actividad eléctrica
espontanea de las aferentes auditivas por la administracion de adenosina podria estar ligada
a una desregulacion en sus niveles intra y extracelulares, esto es debido a que la aplicacion
exogena de adenosina incrementaria los niveles extracelulares de esta molécula en la periferia
auditiva provocando a su vez un incremento en su recaptura a traves de la activacion de los
transportadores de nucleosidos equilibrativos (cuya presencia ya ha sido demostrada en el
sistema auditivo por Khan et al., 2007) seguido por su trasformacion directa a adenosin
monofosfato (AMP) por medio de la adenosina quinasa (AdK) (es decir que la adenosina no
pasaria por su trasformacion habitual a inosina a través de la adenosina desaminasa), lo que
provocaria un incremento en los niveles intracelulares de AMP que junto con la quinasa de
serina/treonina 11 (LKB1) generarian la activacion de la quinasa activada por AMP (AMPK)
(da Silva et al., 2006) que a su vez provocaria un incremento en los niveles intracelulares de
ATP. Esto podria producir un amento en la liberacion tonica de esta molécula hacia las
celulas ciliadas, las cuales al responder a través de la activacion de sus receptores P2Y
incrementarian la liberacion de glutamato hacia las terminales aferentes en un proceso
dependiente de los niveles intracelulares de Ca?* (Galindo, 2013), de tal forma que el efecto
generado por adenosina podria deberse a la activacion de ambas familias de receptores

purinérgicos (P1y P2).

Otros autores han encontrado que los receptores a adenosina, en particular el A1y
Aza pueden interactuar con diferentes tipos de receptores acoplados a proteinas G ( GPCRS)
(Ciruela et al., 2011; Ferré et al., 2007a; Fredholm et al., 2011), en especial llama la atencién
la interaccion entre el receptor A1y el P2Y ya que se ha observado que la heterodimerizacion
de estos receptores genera una proteina con una arquitectura Unica cuya estimulacion
simultanea induce un efecto diferencial o aditivo en las vias de sefializacion, asi mismo se ha
observado que el incremento en los niveles intracelulares de Ca?* inducido por Uridin
trifosfato (UTP) via el receptor P2Y es potenciado por la adicion simultanea de Adenosina-
5'-(n-etilcarboxamida) (NECA), agonista de los receptores A1 y Aza, esto implicaria que si
en nuestra preparacion estuviese presente este receptor heterémero es probable que el efecto
mediado por la administracion de adenosina fuese un proceso aditivo de ambas vias de
sefializacion (Fredholm et al., 2011; Suzuki et al., 2006). La presencia de estos receptores

heteromeros ha sido demostrada en neuronas de la corteza, del cerebelo (particularmente en

77



las células de Purkinje) y en las células piramidales del hipocampo (Namba et al., 2010). Sin
embargo, la presencia de este tipo de heterémeros ain no ha sido demostrada en el oido

interno y mucho menos en el sistema auditivo periférico.

Como sabemos, los receptores purinérgicos P1 estan acoplados a proteinas G, por lo
que su estimulacion generaria la activacion de vias de segundos mensajeros. Si
correlacionamos esto con el efecto excitador por adenosina sobre la actividad eléctrica
espontanea da las aferentes auditivas, podriamos sugerir que la adenosina tendria que estar
activando vias de segundos mensajeros que involucren la estimulacion de la proteina quinasa
dependiente de AMPc (PKA) o el incremento en los niveles intracelulares de Ca2* (Fredholm
et al., 2001; 2011). Ademas, si consideramos que ya se ha demostrado la presencia de estos
receptores de manera diferencial en la coclea de mamifero, con principal expresion del Ax
Azoa 'y Az en las células ciliadas y neuronas cocleares aferentes (Ford et al., 1997a; Vlajkovic
et al., 2007), podriamos utilizar agonistas selectivos para avaluar la participacion de cada
subtipo de receptor.

Para evaluar la participacion del receptor a adenosina A: decidimos utilizar el
agonista selectivo 2-cloro-N6-ciclopentiladenosina (CCPA), encontrando que éste
incrementa la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas dependiendo de la
concentracion y la edad, sobre todo en las edades cercanas a la eclosiéon (E18 y E21). Hasta
el momento no hemos encontrado resultados que apoyen o contradigan los que nosotros
hemos obtenidos, pues no hay evidencia experimental durante el desarrollo embrionario del
sistema auditivo. Lo que no sucede con organismos adultos, por ejemplo, Ford et al. (1997a)
demostraron que la administracion de R-PIA no genera ninguna modificacion en los
parametros electrofisioldgicos en la céclea bajo condiciones normales, resultados similares
fueron obtenidos por Whitworth et al. (2004) y Wong et al. (2010), empleando los agonistas
R-PIA, CCPA y el antagonista DPCPX. A pesar de esto se observo en células disociadas de
la coclea que R-PIA conduce a la activacion de la PLC incrementando los niveles
intracelulares de inositol 1,4,5 trifosfato (IP3), generando asi la activacién y fosforilacion de
enzimas antioxidantes. Ademas estos resultados son corroborados al observar que el
tratamiento con R-PIA también disminuye los niveles de malondialdehido (MDA) que es un

marcador de la degradacién oxidativa de la membrana celular (Ford et al., 1997a). Otros
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estudios han revelado que la activacion de la PKC por forbol-12-miristato-13-acetato (PMA)
produce un incremento en la amplitud del potencial de accion compuesto, lo que indicaria un
incremento en la actividad eléctrica de la coclea (Kitano et al., 1995). Bajo estas condiciones
podriamos sugerir que el receptor A; estaria actuando de manera presinaptica acoplado a una
proteina G cuya via de sefializacion activaria a la PLC conduciendo a una produccion de
diacilglicerol e 1P3, lo cual mediaria la liberacion de Ca®* de almacenes intracelulares y
activaria la PKC. De esta forma, la liberacion de Ca®* provocaria un posible incremento en
la liberacion del neurotransmisor, en nuestro caso glutamato (Berridge, 2009). Se sugiere que
un efecto similar esta mediado por la activacion de los receptores P2Y en las células ciliadas
de mamifero y ave (Galindo et al., 2013; Tritsch et al., 2007). Ademas, cambios transitorios
en las concentraciones de Ca?* intracelular debido a la activacion de los P2Y han sido
observadas en células no sensoriales de la cdclea (de claudius, bottcher y hensen) (Piazza et
al., 2007).

Otra posible funcionalidad de estos receptores es que estos estén modulando a la baja
la actividad de canales de potasio de manera dependiente de la activacion de la fosfolipasa C
en la terminal afrentes, lo cual incrementaria la excitabilidad de estas, haciéndolas mas
propensa a la estimulacién por glutamato. (Yamaguchi and Ohmori, 1993; Pérez et al., 2010)
Otros resultados han demostrado que la activacion de los Az en las dendritas aferentes de la
coclea las protege de la excitotoxicidad inducida por la administracion de acido kainico, sin

embrago la via de sefializacion activada aun no ha sido determinada (Tabuchi et al., 2012).

Algo interesante es que los receptores A1 han sido ampliamente estudiados en
modelos de estimulacion acustica, por ejemplo la administracion de cisplatino un agente
cancerigeno a base platino en la coclea ha mostrado genera un incremento de cinco veces en
la expresion de los receptor P1 en particular el A1y el Az, ademas de observarse una elevacion
en los umbrales del potencial de accién compuesto (CAP), una disminucion en el potencial
endococlear (EP) y una pérdida de células ciliadas internas y externas en la region basal y
media de la céclea (Ford et al., 1997b), sin embargo la aplicacion del agonista R-PIA
posterior a la pérdida auditiva inducida por ruido mostro una recuperacion en los umbrales
de potenciales evocados en coliculo inferior y menor pérdida de células ciliadas externas en

la region basal y media de la coclea (Hu et al., 1997), resultados similares fueron obtenidos
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por Wong et al. (2010) en un modelo de pérdida auditiva inducida por ruido. Algo a
considerar es que el efecto generado por el R-PIA no es inmediato, sino que demora entre
tres a cuatro dias en poder ser visualizado, lo que indicaria que este agonista no previene el
dafo inicial en las células ciliadas, sino que facilita la recuperacion de éstas después de la
exposicion al ruido. Esto podria deberse a que el incremento en los radicales libres de oxigeno

se da en un lapso de 3 a 6 dias después de la exposicidon al ruido (Liu, 1992).

Asi mismo se ha demostrado que un pre-tratamiento con R-PIA o CCPA disminuye
los efectos observados por la posterior administracion de cisplatino, es decir genera una
recuperacion en los umbrales de la respuesta auditiva del tronco cerebral (ABR) ademas de
que CCPA reduce en un 25 % los niveles de malondialdehido inducidos por cisplatino y
mantiene la morfologia superficial del érgano de Corti intacta, mientras que la administracion
previa a cisplatino de R-PIA y DPCPX genera un efecto opuesto, un incremento en los
umbrales ABR y un excesivo dafio coclear en la region basal y media. (Whitworth et al.,
2004). ElI mecanismo por el cual se cree que el receptor A1 puede mediar sus efectos es través
de la activacion de la fosfolipasa C cuya via de segundos mensajeros entre otros activaria a
la proteina quinasa C, la activacion de la PKC mediaria la fosforilacion de las enzimas
antioxidantes (superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa) suprimiendo la
generacion de ROS. Ademas, se puede inducir la trascripcion de este receptor a través del
mismo incremento en la concentracion intracelular de ROS, como por ejemplo el incremento
en la produccién de la NADPH oxidasa promueve la activacion del factor de trascripcion
NF-kB que estimula la trascripcion del gen que codifica para el receptor A1 (Ramkumar et
al., 1995; 2004)

Otros mecanismos por los cuales la activacion del receptor A1 puede mediar un efecto
protector son los siguientes: presinapticamente decrementa la liberacién del neurotransmisor
excitador como glutamato (Dolphin and Archer, 1983; Coradetti et al., 1984), activa
conductancias de potasio (Fredholm and Dunwiddie, 1988), inhibe el influjo de Ca*
(Kimura, et al., 2003; Stella et al., 2007), y media la activacion de canales de cloro
dependientes de voltaje distintos a los activados por GABA (Mager et al., 1990).
Postsinapticamente reduce la amplificacion sinaptica inducida por el receptor NMDA

(Schubert et al., 1993) y facilita la recaptura de glutamato por astrocitos (Hosli et al., 1987).
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Sin embargo, estos mecanismos han sido principalmente descritos en distintas regiones del

SNC, pero no hay reportes al respecto en la fisiologia coclear periférica.

Por otra parte, la activacion del receptor Aza por la administracion de agonistas
selectivos no muestra alteraciones en ninguno de los parametros electrofisioldgicos
estudiados en la cdclea de mamiferos adultos. Resultados similares fueron obtenidos en
modelos de dafio coclear inducido por ruido (Wong et al., 2010). Sin embargo, los resultados
obtenidos en este trabajo muestran que la activacion del receptor Aza durante el desarrollo
embrionario genera un incremento en la frecuencia de descarga de las aferentes auditivas,
pese a ello la magnitud del efecto generado no fue significativo en ninguna de las etapas y
concentraciones estudiadas. Resultados analogos a los nuestros han sido observados en
modelos de dafio coclear inducido por agentes cancerigenos, el pre-tratamiento con el
agonista 2-(4-(2-p-carboxi-etil) fenil amino)-5"-N-etil carboxamida adenosina (CGS)
selectivo para el receptor Aza incrementa significativamente los umbrales ABR producidos
por cisplatino, esto indican que la activacion del Aza exacerba el efecto ototoxico generado
por cisplatino (Whitworth et al., 2004). Asi mismo en modelos de excitotoxicidad inducida
por acido kainico (KA) los cambios morfolégicos observados en las dendritas afrentes
cocleares generados por la aplicacion de KA no son revertidos ni decrementados por la
administracion de 5'-N-ciclopropil-carboxamidoadenosina (CPCA) agonista del Aza
(Tabuchi et al., 2012). Ademas, se ha descubierto que cultivos neuronales purificados de
retinas de embriones de pollo de 16 dias de edad tratados con el agonista 2-[p-(2-
carboxietil)feniletilamino]-5'-N-etilcarboxamido adenosina (CGS21680) selectivo para el
Axa por cuatro dias presentan una gran cantidad de muerte celular. EI mismo efecto fue
observado en animales inyectados in ovo en E6 y analizados en E9 (Socodato et al., 2011).
De hecho, se considera que la activacion de estos receptores en el en SNC, principalmente
en el periférico conlleva a un incremento en la liberacion del neurotransmisor a través de la
potenciacion presinaptica de canales de calcio tipo P y cuya via de sefializacion posiblemente
involucra la activacion de la AC. (Mogul et al., 1993; Correia-de-Sa” and Ribeiro, 1994;
Umemiya and Berger, 1994; Gubitz et al., 1996). Resultados opuestos a los descritos
anteriormente fueron obtenidos en cultivos celulares de neuronas corticales en donde se
demuestras que la activacion del receptor Aza atenda la excitotoxicidad inducia por KA

(Rebola et al., 2005). Se ha encontrado que en cultivos neuronales de retina de embriones de
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pollo pre-incubados con el agonista CGS21680 se bloquea la excitotoxicidad inducida por
glutamato (Ferreira and Paes de Carvalho, 2001). Algo curioso es que los receptores Aza
pueden mediar una inhibicion en la generacion de aniones superoxido en los neutrofilos y
cuya via de sefializacién involucra la activacion de la proteina fosfatasa serina/treonina de
manera independiente de AMPc y PKA (Revan et al., 1996).

Mediante la técnica de RT-PCR pudimos evaluar la presencia del ARNm para los
diferentes subtipos de receptores a adenosina en dos periodos distintos de desarrollo
embrionario del sistema auditivo de ave. Encontramos que en etapas tempranas del desarrollo
(E15) sdlo se expresa el receptor Aza, mientras que en periodos méas cercanos a la eclosion
(E21) la presencia del ARNm codificante para los receptores A1, Aos y Az aparece, ademas

de un ligero incremento en la expresion del Aza.

Nuestros resultados concuerdan con lo encontrado durante el desarrollo embrionario
de la retina de pollo ya que ellos también observan la expresion temprana del receptor Aza
(E6) (Brito et al., 2012) y conforme avanza el desarrollo (E10) la expresion del A; alcanza
su pico de expresion en el dia E16 (Paes-de-Carvalho, 1990). Una hipoétesis interesante del
por qué se expresa primero el receptor Axa sugiere que posiblemente este induce la expresion
del Ay através de la activacion de la adenilil ciclasa (AC) y la PKA (Brito et al., 2012). Cabe
la posibilidad de que un mecanismo similar suceda en nuestra preparacion. Otros datos
revelan la expresion y funcionalidad del Aza en piel y muasculo de embriones de pollo de 10
dias de edad en donde modulan la proliferacion y diferenciacién de los fibroblastos (Malihi
et al., 2006). Asi mismo se ha reportado la expresion funcional de receptores a adenosina en
E10 sugiriéndose que estos modulan la angiogénesis en la membrana corioalantoidea (CAM)
(Dusseau et al., 1986; Adair et al., 1989) posiblemente a través de la activacién del receptor
Aza (Adair, 2005). En el cerebro de rata mediante estudios de unidn a radioligandos se ha
encontrado que la expresion de A: aparece en E19 mientras que en cobayo antes del
nacimiento, ademas los niveles de expresion incrementan gradualmente posterior al
nacimiento hasta alcanzar los niveles adultos. (Morgan et al., 1987; 1990; Geiger et al.,
1984). Resultados obtenidos mediante hibridacion in situ detectan la expresion restringida
del ARNm para el receptor A1 en E14 alcanzandose los patrones de expresion observados en

adulto en el dia embrionario 17 (Weaver, 1996). Algo interesante es que también se han
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observado cambios en los niveles de expresion de la 5'-Nucleotidase en cerebro fetal de
cobayo, niveles bajos de la enzima son visualizados en etapas tempranas de la gestacion
(E30-E35) mientras que en periodos mas cercanos al nacimiento (E40-E60) incrementan
rapidamente esto indicaria que hay un incremento gradual en los niveles intracelulares de
esta encima conforme el desarrollo avanza. (Mishra et al., 1988). Por otra parte, en la céclea
de mamiferos adultos mediante RT-PCR se observo la expresion del ARNm para los cuatro
subtipos de receptores a adenosina. Ademas, mediante inmunohistoquimica se determingé la
expresion de 3 de los 4 subtipos de receptores el 6rgano de Corti, el A1, A2a y As, de los

cuales el ultimo de estos es el que presenta la distribucién mas amplia (Vlajkovic et al., 2007).

Nuestro trabajo finalmente, contribuye a dilucidar la presencia de dos de los cuatro
subtipos de receptores purinérgicos P1 en la sinapsis célula ciliada-neurona aferente en la
preparacion de papila basilar durante el desarrollo embrionario del pollo. Nosotros
planteamos que adenosina actia como un modulador de la descarga aferente al regular la
concentracion intracelular de segundos mensajeros tales como: fosfatos de inositol,
diacilglicerol, Ca?* y PCK. Ademas, al activar algunas enzimas a través de la PCK podria
ejercer un efecto citoprotector en la cclea y modular la expresion genética en etapas iniciales

del periodo auditivo.
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CONCLUSIONES

1.-Los receptores purinérgicos P1 participan en la descarga basal de las aferentes
auditivas durante el desarrollo embrionario.

2.-La activacion de los receptores purinérgicos P1 tras la administracion de
Adenosina genera un incremento sobre la actividad eléctrica espontanea de las aferentes
auditivas. Dicho incremento es dependiente de la concentracion y edad utilizada,
observandose un mayor efecto en edades cercanas a la eclosion.

3.-Los antagonistas cafeina y teofilina disminuyen el efecto producido por adenosina
en edades cercanas a la eclosion.

4.-El agonista del receptor purinérgico A1, CCPA genera un incremento sobre la
actividad eléctrica espontanea de las aferentes auditivas que es dependiente de la edad
estudiada y la concentracion administrada y cuyo efecto es mas notable en edades cercanas
a la eclosion

5.-El agonista del receptor purinérgico Aza, PSB 0777 Ammonium salt genera un
aumento sobre la actividad eléctrica espontanea de las aferentes auditivas que no depende de
la edad ni la concentracion utilizada.

6.-Los resultados obtenidos mediante los ensayos de expresion génica muestran la
presencia del ARNm que codifica para los distintos subtipos de receptores P1 en el epitelio
sensorial y el ganglio coclear y cuya expresion difiere dependiendo de la edad embrionaria
estudiada.
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