DONACION
hg 8710
Catalogador 7 <+ -
Fecha /9 /2 e




FACULTAD DE MEDICINA
POSGRADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS BASICAS

ESTUDIO DE LA INTERACCION FARMACOLOGICA ENTRE EL
ANTAGONISTA MUSCARINICO BENZOTROPINA Y LA
TEOFILINA EN EL MODELO DE CATALEPSIA INDUCIDA CON

HALOPERIDOL

TESIS QUE PRESENTA:
Q.F.B. OLGA EDITH GONZALEZ LUGO

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. MARIA ESTHER JIMENEZ CATANO

ASESORES:
DRA. MARIA DEOGRACIAS ORTIZ PEREZ
DR. FLavIO MARTINEZ MORALES

ASESOR EXTERNO:
DR. JOSE LUIS GONGORA ALFARO

San Luis PoTost, 5. L. P. Lo 2007




L1
.
- I = o
= 1..
“ 3
| s
>

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SaN LUIS PoTosi 4

FACULTAD DE MEDICINA

POSGRADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS BASICAS

ESTUDIO DE LA INTERACCION FARMACOLOGICA ENTRE EL
ANTAGONISTA MUSCARINICO BENZOTROPINA Y LA
TEOFILINA EN EL MODELO DE CATALEPSIA INDUCIDA CON

HALOPERIDOL

TESIS QUE PRESENTA:
Q.F.B. OLGA EDITH GONZALEZ LUGO

DIRECTORA DE TESIST
DRA. MARIA ESTHER JIMENEZ CATANO

ASESORES:
DrA, MARIA DEQOGRACIAS ORTIZ PEREZ

DR FLAVIO MARTINEZ MORALES

Dr. Josk Luis GONGORA ALFARO

SAN Luts PoTtosi, S.L.P.

JuLio 2007



ESTA TESIS FUE REALIZADA EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA DE LA FACULTAD DE
MEDICINA EN LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SAN LUIS POTOSI, BAJO LA DIRECCION
DE LA DRA. MARIA ESTHER JIMENEZ CATARNO.

FINANCIADA CON RECURSQS DEL PROYECTO SEP-CONACYT 2004 C0O1-47763
OTORGADO AL DR. J. L. GONGORA ALFARQ, CO6-FAI-11-10.47 ASIGNADO A LA DRA.
M.E. Jimenez CATANO Y PIFI 3.1 DE ta UASLP. LA AUTORA RECIBIO LA BECA DE
MAESTRIA DEL CONACYT 191549,



DEDICATORIA

A la pareja de personas que me regalaron la vida y me ensenaron a caminar en ella, me
inculcaron valores y las ensenanzas mas cimentadas con las que cuento, quienes han
fungido como los principales guias de mi camino Olga Lugo y Tomas Gonzalez

A mis hermanos HKaren, ivan, Dinora, Angel y Eric Gonzalez. Por todo su carino,
travesuras, encjos, alegrias, diversién y apoyo incondicional.

A Alma lbarra, Angel Vértiz, Laura Martinez, Esperanza Marquez, Ramén Zapata, Alicia
Alonso y Edward Montelongo. Por vivir conmigo esta experiencia tan enriquecedora y por
todos los momentos de alegria compatidos.

Al creador de esta vida por poner en mi camino gente tan valiosa y experiencias de las
cuales aprender.



AGRADECIMIENTOS

A los Dres. Maria Esther Jiménez, Maria Deogracias Ortiz, Flavio Martinez, José Luis
Gongora, Roberto Gonzalez, por su comprensién y apoyo en los momentos complicados
gue se presentaron en |la realizacion de mis estudios de maestria.

A cDr Sergio Zarazia, MC Juan Manuel Delgado, cMC Rosalva Rios, QFB Maria de la Luz
Martinez e ICS German Torres porque fueron un blogue fundamental para que hoy se
vea culminada esta tesis.

A mis excompaneras Nadia Garcia, Fatima Ceballos y Amida Juarez, mis companeras
Sonia Castillo y Melisa Bocanegra por su compania, su amistad y colaboracion. A las
Sras. Brigida y Mercedes porque sus servicios también son importantes.

Al Sr. Severo Fernandez e Ing. Julian Espinosa por creer en mi y por las gratas
ensenanzas gue obtuve de convivir con ustedes.

A CONACYT por la beca otorgada que sin ella hubiera sido imposible realizar este
proyecto.



Estudio de la Interaccién Farmacoldogica entre el Antagonista
Muscarinico Benzotropina y la Teofilina en el Modelo de

Catalepsia Inducida con Haloperidol

Gonzalez-Lugo OE1, Jiménez-Capdeville MEL, Gongora-Alfaro JL2*

1 Departamento de Bioguimica, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de San Luis Potosi.
2 Departamento de Neurociencias, Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi”,

Universidad Autonoma de Yucatan.

*Autor correspondiente.

Laboratorio de Neurofisiologia

Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi”
Universidad Autonoma de Yucatan

Avenida ltzaes No. 490

C.P. 97000, Mérida, Yucatan, México.

Fax +52(999) 923 61 20

e-mail: galfaro@uady.mx



RESUMEN

El primer blanco no-dopaminérgico para aliviar los sintomas de la enfermedad de
Parkinson (EP) lo constituyeron los antagonistas muscarinicos de accion central, los
cuales pueden corregir el desbalance entre los sistemas dopaminérgico y colinérgico
generado en la EP, debido a la pérdida de las neuronas dopaminérgicas. Sin
embargo, los efectos adversos que producen a dosis terapéuticas limitan su uso, por
lo que actualmente se investigan alternativas que sustituyan al bloqueo de los
receptores postsinapticos para corregir la estimulacion excesiva que las
interneuronas colinérgicas ejercen sobre las neuronas gabaérgicas estriatales en la
EP. La cafeina y la teofilina han mostrado efectos benéficos en modelos animales de
la EP, ya que al bloquear los receptores de adenosina A; y A2a, modulan la liberacion
de acetilcolina. Objetivo. Conocer el efecto de la administracion conjunta de
benzotropina (BZT), un antagonista de los receptores muscarinicos, y la teofilina (TEQ)
sobre la catalepsia inducida con haloperidol en la rata. Metodologia: Se midio el curso
temporal de la catalepsia. Los tratamientos administrados fueron: vehiculo (agua
desionizada, 1 ml/kg); teofilina (0.928 y 1.856 mg/kg) + vehiculo; benzotropina
(0.134 y 0.268 mg/kg) + vehiculo; la combinacion a dosis baja (TEO 0.928 + BZT
0.134 mg/kg); y a dosis alta (TEO 1.856 + BZT 0.268 mg/kg). La catalepsia se evaluo
a intervalos de 15 minutos durante 5.5 horas colocando las patas anteriores de las
ratas sobre una barra metalica horizontal situada a 9 cm de altura y midiendo el
tiempo de descenso de las extremidades hacia el piso. Resultados. La administracion
de las dos dosis de teofilina no produjo efecto sobre la catalepsia, mientras que la
administracion de benzotropina (0.268 mg/kg) produjo una disminucion en el tiempo
de descenso acumulado comparado con el grupo control. La combinacién de los
farmacos a los dos niveles mostro una disminucion mayor del tiempo de descenso
acumulado, la cual fue altamente significativa (P < 0.001 comparado con los
farmacos individuales y el control, a ambas dosis). Conclusion. Dosis bajas de
teofilina por si mismas tienen escasos efectos sobre la conducta cataléptica, pero si
son capaces de aumentar el efecto de la benzotropina, mostrando asi la existencia de

un sinergismo. Los resultados apoyan la realizacion de mas estudios acerca del uso



de la teofilina como un adyuvante en la terapia con antagonistas muscarinicos en EP.
Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, adenosina, teofilina, benzotropina,

catalepsia, acetilcolina.



INTRODUCCION

El enfoque terapéutico actual para aliviar los sintomas de la enfermedad de Parkinson
(EP) se dirige principalmente hacia la bisqueda de blancos no-dopaminérgicos dentro
del estriado y de otros elementos del circuito de los ganglios basales. Se han ensayado
agentes terapéuticos potenciales, incluyendo farmacos que actian a través de los
receptores glutamatérgicos, canabinoides, opioides, receptores alfa-2 adrenérgicos,
nicotinicos y muscarinicos. Estos farmacos tienen efectividad como antiparkinsonianos
con ausencia de algunos de los efectos colaterales actuaimente encontrados durante
el manejo de la enfermedad a largo plazo mediante L-DOPA y agonistas
dopaminergicos (Jenner, 2003). Ademas, diversas estrategias empleando agentes
neuroprotectores y neurorestauradores, asi como la terapia génica, comienzan a
introducirse en pacientes y en modelos animales de la EP. Estas terapias, que incluyen
agentes antioxidantes, antiapoptéticos, enzimas de sintesis de neurotransmisores y
factores de crecimiento, entre otras, pretenden evitar el progreso de la enfermedad
dirigiéndose precisamente hacia los factores que precipitan la muerte de las neuronas

dopaminérgicas (Wu y Frucht, 2005).

El primer blanco no-dopaminérgico cuya efectividad se encuentra ampliamente
demostrada lo constituyeron los antagonistas muscarinicos de accion central tales
como el trihexifenidilo, la benzotropina, la etopropazina y el biperideno. Los
anticolinérgicos pueden corregir el desbalance entre los sistemas dopaminérgico y
colinérgico generado en la EP, debido a que reducen el grado de neurotransmision
mediada por la acetilcolina estriatal (Brocks, 1999). La benzotropina ademas, tiene la
capacidad de inhibir |a recaptura de dopamina favoreciendo su disponibilidad. Se usan
como monoterapia en los estadios tempranos de la enfermedad, por lo que son utiles
para retrasar la necesidad de prescribir L-DOPA, ademas de actuar de manera
sinérgica con ésta, en estados mas avanzados {Deleu et al., 2002). Debido a que a
dosis terapéuticas los anticolinérgicos pueden producir amnesia, dano cognitivo y
exacerbar el sindrome frontal subcortical ascciado a la EP {Moo-Puc et al., 2003), se

investigan actualmente alternativas que sustituyan al bloqueo de los receptores
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postsinapticos para corregir la estimulacion excesiva que las interneuronas
colinérgicas ejercen sobre las neuronas gabaérgicas estriatales en la EP. En este
contexto, se han identificado blancos presinapticos con un gran potencial terapéutico.
La acetilcolina regula su propia liberacion a través de la activacion de autoreceptores
muscarinicos asi como por influencia de la adenosina sobre sus receptores (Kase,
2001). Se ha evaluado el efecto de los antagonistas de los receptores A1y A2a sobre la
liberacion de acetilcolina en rebanadas de estriado de rata y se ha demostrado que los
antagonistas A1 no tienen efecto sobre la liberacion de acetilcolina, mientras que los
antagonistas A2a disminuyen su liberacion (Preston et al., 2000). Ademas, estudios en
sinaptosomas estriatales muestran que los agonistas de los receptores A1 disminuyen
la liberacion de acetilcolina de terminales colinérgicas, mientras que los agonistas del
receptor Aa estimulan la liberacion de acetilcolina (Kirkpatick y Richardson, 1993).
Por lo tanto, la identificacion y manipulacion farmacoldgica de los receptores de
adenosina ofrece un blanco farmacologico atractivo para el tratamiento de la EP
(Marston et al., 1998).

La regulacion de la liberacion de neurotransmisores a través de la adenosina puede
explicar los efectos benéficos de la cafeina, como antagonista no selectivo de los
receptores de adenosina en los modelos animales de esta enfermedad. Estudios
epidemiologicos han establecido que el consumo de cafeina disminuye el riesgo de
padecer EP (Ross y Petrovich, 2001; Ascherio y Chen, 2003). Chen y colaboradores
(2001) comprobaron el efecto neuroprotector de la cafeina en un modelo murino de la
EP, utilizando diferentes esquemas de exposicion a la neurotoxina dopaminérgica
MPTP (dosis Unica y multiple) y en diferentes cepas de ratones (C57B1/6 y 129-Steel).
La cafeina (5-30mg/kg), revirtio de manera dosis dependiente la pérdida de dopamina
(DA) estriatal, inhibi6 la pérdida de transportadores de DA, y la pérdida de inervacion
dopaminérgica ocasionada por el MPTP. La influencia protectora de la cafeina se
atribuydé a un efecto neuroprotector que evitdo la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra. Asimismo, estudios preliminares en ratones
demuestran que la teofilina y la paraxantina a concentraciones micromolares también

atenuan la toxicidad del MPTP (Xu et al., 2002; Fredholm et al., 1999). El efecto



neuroprotector de los antagonistas no especificos de los receptores de adenosina es
mimetizald_o por multiples antagonistas especificos Aza pero no por antagonistas Aj
(Chen e,;t al., 2001). El hecho de que la t"ox]cidadrpor MPTP se reduce en ratones
knockout del receptor Agza, apoya la idea de que el efecto neuroprotector de las
metilxantinas esta mediado por el bloqueo de estos receptores (Schwarzschild et al.,
2003).

Los efectos antiparkinsonianos tanto de la cafeina como de la teofilina se han
demostrado utilizando el modelo de catalepsia inducida con haloperidol. La
administracién de teofilina (5, 15, 6 30 mg/kg, s.c.) en ratas muestra una inhibicién de
la catalepsia dependiente de la dosis (Casas et al.,, 1988, Malec, 1997). Ademas, las
evidencias clinicas indican que la administracion oral de cafeina y teofilina a dosis
bajas (116 y 76 mg, respectivamente) tienen efectos en el funcionamiento psicomotor
en voluntarios de la tercera edad (Bryant et al., 1998), y que 11 de 15 pacientes de EP
tratados por 12 semanas con teofilina con una preparacion oral de liberacion
sostenida (150 mg/dia), reportaron moderada o marcada mejoria subjetiva en la

evaluacion de su discapacidad (Mally y Stone, 1924).

Los experimentos en que se combinaron anticolinérgicos y antagonistas
adenosinérgicos han aportado resultados alentadores. El trihexifenidilo y la cafeina
mostraron un efecto sinérgico en el modelo experimental de acinesia con reserpina
(Moo-Puc et al., 2003) y de catalepsia inducida con haloperidol (Moo-Puc et al., 2004).
Posteriormente, con el fin de conocer el mecanismo de la interaccion, asi como los
receptores involucrados, se probaron antagonistas selectivos de los receptores Aza (ZM
241385) y A1 (DPCPX) en combhinacion con trihexifenidilo, donde se demostro
claramente que el antagonista Axa es el que reproduce el efecto anticataléptico
observado con la combinacion de cafeina y trihexifenidilo en el modelo de catalepsia

inducida con haloperidol (Villanueva-Toledo et al., 2003).

Por lo anterior, es clara la evidencia experimental que sustenta a los receptores de

adenosina como un blanco potencial para el manejo de la EP, y la participacion que



tienen en la liberacion de acetilcolina. Actualmente, existen antagonistas especificos
de cada uno de los receptores de adenosina, sin embargo estos farmacos se empiezan
a utilizar en estudios clinicos y sus efectos en la salud son poco conocidos. Por ello,
surge el interés por continuar la evaluacidn de posibles combinaciones entre
antagonistas muscartinicos y antagonistas no selectivos de los receptores de
adenosina en modelos experimentales de la EP, lo cual podria fundamentar nuevos
tratamientos para la enfermedad. El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto
de la benzotropina, la teofilina y la combinacion de ambos en el modelo de catalepsia
inducida con haloperidol en la rata. Con el fin de conocer si los efectos anticatalépticos
se asocian a cambios en la liberacion de acetilcolina, proponemos medir las
concentraciones extracelulares de acetilcolina por microdialisis en el estriado de la

rata, de manera simultanea a las mediciones de catalepsia.



METODOLOGIA

Animales

Se emplearon ratas Wistar macho adultos de peso entre 200 y 300 g, criadas en ei
Bioterio de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi, las cuales fueron alojadas en
cajas de acrilico transparente con acceso libre a alimentos y agua. Los experimentos

se llevaron a cabo durante el periodo de luz, entre las 8 y las 19 horas.

Catalepsia

La catalepsia inducida por neurolépticos, es una prueba conductual ampliamente
utilizada para monitorear farmacos con potencial antiparkinsoniano. E| haloperidol es
un farmaco antagonista de tipo competitivo y no selectivo de los receptores de
dopamina, ampliamente distribuidos en el estriado. El bloqueo de los receptores
suprime el efecto de dopamina en el estriado, lo cual se traduce en la dificultad de
movimiento. La catalepsia inducida caon haloperidol (Sigma) se realiza con la
aplicacion de una dosis de 2 mg/kg y se mide con la prueba de la barra horizontal
(diametro, 0.4 cm; longitud, 10.5 cm) la cual se fija a 9 em de una superficie sobre la
cual se coloca el animal en experimentacion. Para medir la catalepsia, se colocan las
patas delanteras de la rata sobre la barra. Entonces, se suelta al animal y se inicia el
conteo del tiempo con un crondmetro. El tiempo que tarda la rata en bajar las patas
delanteras de la barra, es llamado tiempo de descenso y su limite maximo es de 300
s. La latencia de catalepsia es definida como el tiempo que transcurre entre la
inyeccion de haloperidol y el intervalo de la prueba donde el tiempo de descenso es
mayor o igual a 150 s. La suma de los valores del tiempo de descenso medidos cada
15 min por 5.5 horas a partir de la administracion del haloperido! es definida como el

tiempo de descenso acumulado.

Microcirugia
Con el fin de implantar una canula guia cuya punta quedara situada en la region
dorsolateral del estriado, se realizo una microcirugia estereotaxica. Una vez

anestesiada la rata se coloco en el aparato estereotaxico, se retiro la piel del craneo y



se localizaron las coordenadas (AP = +0.7, ML = + 2.7, DV = -0.45 con respecto a
Bregma) de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (20086). La guia se introdujo hasta el
estriado dorsal y se fijé al craneo con dos tornillos de acero inoxidable y acrilico dental:
en la luz de la guia se introdujo un estilete para prevenir su oclusién. Al final de la
cirugia se les administro Licor de Forge (Lab. Aranda, México) para prevenir infecciones
y favorecer la cicatrizacion. Posteriormente, las ratas se colocaron de manera
individual en cajas de acrilico con alimento ad libitum, y se les administré paracetamol

en el agua de bebida.

Microdialisis

Cuarenta y ocho horas después de la microcirugia, se realizo la insercion de la sonda
de microdialisis (2 mm de largo x 500 pm de diametro) y se perfundié con una
sclucién compuesta de cloruro de sodio 140 mM, cloruro de calcie 1.2 mM y cloruro de
potasio 4 mM ajustada a un pH de 7.4, en presencia de 100 nM de neostigmina para
inhibir la enzima acetilcolinesterasa, a un flujo constante de 2 pL/min. Las muestras
se recolectaron cada 15 minutos durante 6 horas. El experimento se llevé a cabo en el
equipo RATURN (BAS, Chicago) modificado mediante la adaptacion de una barra
metalica horizontal (14 c¢cm de largo x 4 mm de ancho, a una altura de 9 ¢cm con

respecto al fondo del tazén) para el registro de la catalepsia.

Durante la primera hora de perfusion el dializado se descartg, con el fin de que el
liquido de perfusidn se equilibrara con el fluido extracelular. Posteriormente, se inicio
la recoleccion de 3 muestras, para determinar la concentracién extracelular basal de
acetilcolina antes de recibir, por via intraperitoneal, el tratamiento correspondiente.
Los tratamientos administrados fueron: vehiculo (agua desionizada, 1 mi/kg);
teofilina (0.928 y 1.856 mg/kg) + vehiculo; benzotropina (0.134 y 0.268 mg/kg) ) +
vehiculo; la combinacién a desis baja (teofilina, 0.928 + benzotropina, 0.134 mg/kg);

y a dosis alta (teofilina, 1.856 + benzotropina 0.268 mg/kg).

Después de la administracion de los tratamientos se inicio el registro de la catalepsia

cada 15 minutos y se recolectaron tres muestras mas. Posteriormente, se administro



una dosis de haloperidol {2 mg/kg, i.p.) y se continué con la recoleccion de las
fracciones de dializado y los registros de catalepsia durante 4 horas. Al final del
experimento se retird la sonda de microdialisis y los animales fueron sacrificados por
decapitacion. Finalmente, se extrajo el cerebro y se verifico la trayectoria de la canula

de micredialisis.

Determinacion de acetilcoling por HPLC

Para la cuantificacion de los niveles de acetilcolina se empleé cromatografia de
liquidos de alta resolucion con detector electroguimico, utilizando un electrodo de
platino a un potencial de 500 mV con respecto a un electrodo de referencia de
Ag/AgCl. La separacion de los compuestos se realizd con una columna Acetylcholine
analytical column (BAS, Bioanalytical Sistems Inc), acoplada a un reactor enzimatico
que contiene acetilcolinesterasa y colina oxidasa (Acetylcholine/Choline IMER,
Bicanalytica! Sistems Inc). El fundamento de esta técnica se basa en hacer pasar las
muestras por la columna de separacion y posteriormente, los compuestos pasan por el
reactor enzimatico que por accion de las enzimas antes mencionadas son convertidas
a betaina y peroxido de hidrégeno. Este Ultimo es detectado electroquimicamente. La
fase movil estuvo compuesta de perclorato de sodio {0.05 M), Trizma base (0.05 M) y
Reactivo ProClin (0.05%), ajustada a un pH de 8.5, a un flujo de 1.7ml/min, con ayuda
de una bomba isocratica PerkinElmer (San José, CA). Las soluciones estandar de

acetilcolina se prepararon con una solucion de acido aceético (pH de 5.5).

Validacién del método cromatografico

Linealidad y limite de deteccién. La linealidad se determino analizando una serie de
estandares a concentraciones diferentes, desde 50 hasta 800 nM. Se calculo la
pendiente, el coeficiente de correlacion y el intercepto por el método de regresion
lineal. El limite de deteccion se calculé de acuerdo a la siguiente formula: LD=b + 3
Sy/x., donde, b es el intercepto y Sy/x la desviacicn estandar de la pendiente.
Precision. Se evaluo la repetibilidad analizando estandares de acetilcolina 6 veces
cada uno a seis diferentes concentraciones desde 200 hasta 800 nM, en un mismo

dia. Asi mismo, se evalud la precision intermedia, mediante el analisis de los



estandares de seis diferentes concentraciones en 6 dias diferentes. Se calculo la
desviacion estandar, el coeficiente de variacion y la media de cada una de las
concentraciones. Segun el criterio de Horwitz {1982), es aceptable un coeficiente de

variacion hasta del 21% para precision intermedia y de 16% para repetibilidad.

Analisis estadistico

La normalidad de los datos se realizd con la prueba de Shapiro-Wilk y la
homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene, una vez cumplidos estos
criterios se procedio a emplear pruebas parameétricas. Para realizar comparaciones
multiples de los tiempos de descenso acumulados se empled un ANOVA seguido de
una prueba a posterjori de Tukey. Como los valores de latencia de catalepsia tuvieron
varianzas diferentes, se usé la prueba no parametrica de Kruskal-Wallis, seguida de la
prueba a posteriori de Dunn. El analisis de los datos se realizd con el programa
GraphPad Prism version 4. Fueron consideradas significativas aquelias diferencias

asociadas a una P<0.05.



RESULTADOS

Valldacion del método cromatografico

La figura 1A muestra un cromatograma obtenido después de inyectar una solucion
estandar de acetilcolina, su tiempo de retencion fue de 2.66 minutos. El limite de
deteccion fue de 86 nM y e! de cuantificacion 176 nM. La linealidad se determind
analizando una serie de siete estandares cuya concentracion se encontraba entre 50 y
800 nM. La pendiente tiene un valor de 179, el intercepto 1609 unidades y el
coeficiente de correlaciéon 0.997. Estos datos fueron calculados por el método de
regresion lineal. Se evalud la precision con base a la repetibilidad y a la precision
intermedia (Tabla 1). Se puede observar que los valores obtenidos se encuentran

aceptables segun el criterio de Horwitz (1982).

Microdialisis

Una vez validado el método para determinar acetilcolina en dializados provenientes
del estriado de la rata, se procedio a realizar la microcirugia de implantacion del
catéter para la sonda de microdialisis. Se realizaron microdialisis de acuerdo al
procedimiento descrito en la metodologia. Posteriormente, las muestras colectadas
fueron inyectadas al sistema cromatografico en donde no fue factible medir las
concentraciones de acetilcolina (Fig. 1B). Debido a esto, se realizo un experimento en
donde las ratas se estuvieron perfundiendo con soluciones de diferente concentracion
de cloruro de potasio (4 mM y 60 mM). El protocolo consistid en perfundir 1 hora con
la solucion 4 mM y 1 hora con solucion 60 mM de KCI, con la finalidad de provocar una
despolarizacion de las neuronas y observar la liberacidon de acetilcolina. En la Fig 1C se
puede observar el pico de acetilcolina, sin embargo, el limite de cuantificacion del
método analitico se encuentra por arriba de las concentraciones de acetilcolina
observadas en el estriado. Por tal motivo no fue posible determinar los niveles de
acetilcolina y los experimentos se limitaron a la evaluacion de los farmacos sobre la

catalepsia.
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Para evaluar la catalepsia se les administraron a las ratas dos inyecciones
subsecuentes por via subcutanea de alguno de los tratamientos enlistados en la
metodologia, los cuales fueron asignados de manera aleatoria. Desde ese momento
se inicio el registro de la catalepsia cada 15 minutos y hasta el término de la sesion de
5.5 horas. El haloperidol fue aplicado en una dosis de 2 mg/kg de manera subcutanea

30 minutos después del tratamiento correspondiente (minuto O).

Catalepsia

Utilizando dosis de benzotropina y teofilina equimolares a 0.1 mg/kg de trihexifenidilo
y 1 mg/kg de cafeina, respectivamente, las cuales no presentan ningun efecto sobre la
conducta de la catalepsia inducida con haloperidol, se exploré dicha conducta a
intervalos de 15 min durante 5.5 horas posteriores a su administracion. En el texto, los
valores numéricos se reportan como la media * la desviacion estandar. La figura 2A
muestra el curso temporal de la catalepsia, posterior a la administracion de las dosis
bajas de los farmacos, administrados de manera individual y en combinacion. La
administracion de 0.134 mg/kg de benzotropina se asocido a una disminucion en la
latencia de la catalepsia con respecto al grupo control (Figura 2B). La prueba de
ANOVA indico que el tratamiento con las dosis bajas de los farmacos produjo efectos
significativos: F(3,27)= 25.98, P<0.0001. ElI analisis a posteriori senalo que el
tratamiento con la dosis baja de benzotropina (0.134 mg/kg, s.c.) produjo un aumento
significativo en el tiempo de descenso acumulado (4629 + 715 s, n=7) en
comparacion con el de los animales tratados unicamente con el vehiculo (4152 + 776
s, n=10) (P < 0.05, prueba de Tukey). Por el contrario, la administracién individual de
teofilina (0.928 mg/Kg, s.c.) no se asocid con cambios en el tiempo de descenso
acumulado (4547 + 940 s, n=7) con respecto al grupo control (Fig 2C). La
administracion conjunta de los farmacos a las mismas dosis si produjo una
disminucion significativa en el tiempo de descenso de la catalepsia (3388 + 837 s,
n=7) con respecto al grupo control y a los grupos individuales de benzotropina y
teofilina (P < 0.001, prueba de Tukey) (Figura 2C).




Utilizando el doble de la dosis inicial de benzotropina y teofilina, se explord la conducta
de catalepsia. La figura 3A muestra el curso temporal observado después de la
administracion de los farmacos. La prueba de ANOVA senald que el tratamiento con
las dosis altas de los farmacos produjo efectos significativos: F(3,27)= 46.31,
P<0.0001. A diferencia de lo observado con la dosis baja, el analisis a posteriori
mostro que el tratamiento con la dosis alta de benzotropina (0.268 mg/kg, s.c.)
produjo una reduccion significativa del tiempo de descenso acumulado (3239 + 833 s,
n=7) en comparacion con el de los animales tratados unicamente con el vehiculo
(4152 + 776 s, n=10) (P < 0.001, prueba de Tukey). Al igual que lo ocurrido con la
dosis baja, la administracion individual de la teofilina (1.856 mg/kg) no se asocio con
cambios significativos en el tiempo de descenso acumulado (3892 + 680 s, n=7) con
respecto al grupo control, sin embargo, fue diferente de los otros tratamientos (P <
0.01 comparado con el grupo de benzotropina, Fig 3C). Cuando se administraron en
combinacion las dosis de teofilina 1.856 mg/kg y benzotropina 0.268 mg/kg, se
obtuvo una disminucion estadisticamente significativa y mas notable en el tiempo de
descenso acumulado de la catalepsia (2486 + 1076 s, n=7) con respecto al control y
los grupos de administracion individual (P < 0.001) (Figura 3C). La administracion de
la combinacion senald un aumento en la latencia de la catalepsia con respecto al
grupo control (Figura 3B). Los resultados obtenidos con las dosis bajas y altas muestra
que la combinacion de farmacos produjo un efecto sinergico, ya que el promedio de
inhibicion fue significativamente diferente del grupo que recibio solo teofilina o sdlo

benzotropina.

En la figura 4 se muestra un resumen de los resultados obtenidos, en donde se
observa el efecto anticataléptico de la benzotropina a la dosis de 0.268 mg/kg (Figura
4A), la carencia de efecto de teofilina (Figura 4B), y el notable efecto anticataléptico

producido por la combinacion de los farmacos, a ambas dosis estudiadas (Figura 4C).
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DISCUSION

Mediante este estudio se demostro el efecto sinérgico de la teofilina y la benzotropina
en el modelo de catalepsia inducida con haloperidol en la rata, a dos diferentes dosis.
Estos resultados apoyan la hipotesis de que el bloqueo de los receptores de adenosina
contrarresta la estimulacion colinérgica excesiva que resulta del bloqueo
dopaminergico. Sin embargo, dado que las limitaciones de la técnica cromatografica
imposibilitaron corroborar una disminucion en la concentracion extracelular de
acetilcolina asociada a la administracion de teofilina, queda abierta la posibilidad de
que la teofilina haya actuado a otro nivel, por ejemplo en la terminal glutamatergica

cortical, o en la misma neurona gabaérgica estriatal donde actua el anticolinérgico.

La teofilina (1,3-dimetilxantina) es un broncodilatador que se ha usado por mas de 70
anos en el tratamiento del asma y la enfermedad pulmonar cronica obstructiva. A
pesar de que se emplea en la clinica desde hace muchos anos, su mecanismo de
accion no es muy claro. Algunos de los mecanismos propuestos son la inhibicion no
selectiva de las fosfodiesterasas, el bloqueo de los receptores de adenosina (A1, Aza,
A2s y P2Y15), incremento en la liberacion de IL-10, estimulacion de la liberacion de
adrenalina, inhibicion de mediadores inflamatorios (prostaglandinas y TNFa),
inhibicion de la liberacion de calcio intracelular e inhibicion de NF-kB, incremento de la
apoptosis, e incremento de la actividad desacetilasa de histonas (Barnes, 2005).
Muchos de estos mecanismos parecen actuar s6lo a concentraciones plasmaticas por
arriba de 20 mg/L. Sin embargo, la teofilina es un potente inhibidor de los receptores
de adenosina a concentraciones terapéuticas, lo que ocasiona algunos de sus efectos
adversos, como cefalea, nausea y vomito, malestar abdominal y cansancio entre otros.
También puede incrementar la secrecion de acido, promover el reflujo gastroesofagico
e inducir diuresis. A altas concentraciones se asocia a convulsiones y arritmias
cardiacas, a través del bloqueo del receptor Ay (Barnes, 2005). Sin embargo, a las
dosis tan pequenas como las empleadas en el presente trabajo existe poca

probabilidad de aparicion de estos efectos colaterales.



El motivo para emplear la teofilina en un modelo de la EP, es su antagonismo sobre
los receptores de adenosina. En este trabajo, la administracién subcutanea de teofilina
a dosis de 0.928 y 1.856 mg/kg no produjo ningun efecto sobre |a catalepsia debido a
que éstas son dosis muy bajas comparadas con las que se han empleado
previamente. Existen reportes en donde se observé el efecto anticataléptico de
teofilina a dosis entre 5 y 50 mg/kg. En otros modelos experimentales de la EP, la
teofilina tiene la capacidad de atenuar la toxicidad producida por MPTP (Schwarzschiid
et al., 2003). Ademas, existe un reporte en donde se empleé en el modelo de
destruccion de células dopaminérgicas mediante &-hidroxidopamina (6-OHDA), y la
teofilina antagonizé de manera dosis dependiente la disminucion en la actividad

locomotora y la aparicion de |la catalepsia (Hayakawa et al., 1999).

Por su parte, la benzotropina mostré una tendencia significativa a favorecer la
catalepsia a dosis de 0.134 mg/kg, probablemente a través del bloqueo de receptores
presinapticos a bajas dosis, similar al previamente reportado para dosis bajas de
trihexifenidilo (Moo-Puc et al.,, 2003), e inhibirla a la dosis de 0.268 mg/kg, por su
efecto preponderantemente postsinaptico. Este antagonista muscarinico reconocido
para tratar sintomas de la EP no es tan recomendable en personas de |a tercera edad
debido a sus efectos adversos que incluyen vision borrosa, estrenimiento, sequedad de
boca, retencién urinaria, pérdida de memoria, confusion, depresién y alucinaciones.
Sin embargo, si se disminuye su dosis al administrarlo con otro farmaco como la
teofilina, se disminuye el riesgo de que aparezcan los efectos adversos de los dos

farmacos.

Conforme a la hipotesis de trabajo y a los estudios previos de interaccién entre
farmacos similares a los utilizados en el presente estudio, el sinergismo entre la
benzotropina y la teofilina puede ser explicada por el bloqueo los receptores
muscarinicos postsinapticos que causa la benzotropina y la inhibicion de la liberacion
de acetilcolina asociada al blogueo de los receptores Aza por la teofilina (Preston et al,,
2000). Las referencias citan una hipersensibilidad de los receptores de dopamina tras

la pérdida de las neuronas dopaminérgicas, por lo que la administracién de



benzotropina y su efecto inhibidor de la recaptura de dopamina que aumenta su
concentracion en el espacio extracelular, explicarian parte del efecto terapéutico de
este farmaco. Por otra parte, la teofilina se ha empleado en combinacion con otros
farmacos en diferentes modelos de la EP y bajo diferentes esquemas de dosificacion y
administracion. En ratones reserpinizados, la teofilina (10 y 30 mg/kg, i.p.) induce
activacion motora, pero cuando se coadministra con NMDA se contrarresta su efecto
(Gimenez-Llort et al., 1995). El efecto anticataléptico del CGP37849 y de la dizocilpina,
antagonistas competitivo y no competitivo de los receptores NMDA, respectivamente,
puede ser potenciado por la coadministracion de una dosis umbral de teofilina (2.5
mg/kg, i.p.) en ratas tratadas previamente con haloperidol (0.5 mg/kg, i.p.) (Hauber y
Munkle, 1996). Estos hallazgos sugieren que el bloqueo de los receptores de
adenosina disminuye la senal glutamatergica, muy probablemente también a nivel
presinaptico, como se sugiere para acetilcolina. Las combinaciones de teofilina (2
mg/kg) + levodopa (2 mg/kg) y talipexol (0.005 mg/kg) + teofilina (2 mg/kg) revierten
las deficiencias neuroconductuales producidos por 6-OHDA, mientras que si se
administran de manera individual no muestran ningun cambio significativo (Hayakawa
et al,, 1999). De la misma manera, en el presente trabajo al administrar dosis bajas de
teofilina no se observo efecto sobre la catalepsia, pero si se combina con otro
antiparkinsoniano potencia su efecto anticataléptico, lo cual apoya la hipotesis de que
la teofilina ejerce su efecto a nivel presinaptico. En estudios clinicos todavia existe
controversia al respecto, mientras Kostic y colaboradores (1999) sugieren que la
teofilina mejora el tratamiento de los sintomas de la EP e incrementa el tiempo “ON”
en pacientes con EP avanzada, Kulisevsky y colaboradores (2002) muestran que la
administracién conjunta de teofilina con levodopa no es suficientemente clara para
potenciar al accion antiparkinsoniana de la levodopa o incrementar el tiempo “ON” en

pacientes con EP avanzada.

En conclusion, el sinergismo observado entre la teofilina y la benzotropina puede dar
lugar a una nueva combinacion de farmacos para el tratamiento de la EP. Sin
embargo, es necesario realizar estudios en donde se valoren los efectos adversos que

produce la combinacion. A diferencia de la cafeina la cual se emplea actualmente



como adyuvante en combinacion con otros farmacos como los analgésicos y se
conoce su perfil muy sutil de efectos adversos, la teofilina parece no ser tan
inofensiva, motivo por el cual se deben corroborar los efectos que ésta produce
cuando se administra en combinacion con otros antiparkinsonianos. Un efecto
recientemente documentado de la teofilina es la inhibicion de la desacetilacion de
histonas a dosis incluso menores a las que produce el bloqueo de receptores de
adenosina (Barnes, 2005). Por otro lado, a nivel del sistema nervioso central, se sabe
que este tipo de inhibicion facilita la induccion de la potenciacion a largo plazo (LTP)
in vitro y la formacion de memoria in vivo (Levenson, 2004; Miller y Sweatt, 2007),
debido a la modificacion de la transcripcion de genes iniciada por vias activadas a
través del receptor NMDA. En este contexto, la teofilina podria tener importantes
efectos a nivel de funciones cerebrales superiores, los cuales aun no han sido
explorados a profundidad, a excepcion de un reporte en ratas, donde se demostro que
teofilina atenua el dano a la memoria causado por exposicion a radiacion de

microondas (Xu et al., 2007).
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PIES DE FIGURA

Figura 1. A) Cromatograma obtenido posterior a la inyeccion de un estandar de
acetilcolina (1000 nM) al sistema cromatografico. B) Cromatograma obtenido de un
dializado proveniente del estriado de la rata con una solucion de perfusion con 4 mM
de cloruro de potasio, en donde no es posible observar el pico de acetilcolina (TR=
2.66 min), el pico con tiempo de retencion de 3.66 minutos corresponde a colina. C)
Cromatograma de un dializado proveniente del estriado de la rata obtenido con una
solucion de perfusion con 60 mM de cloruro de potasio. Se observa el aumento en la
liberacion de acetilcolina tras haber provocado la despolarizacion de las neuronas.
Notese que la escala (en mV) de la figura 1A es diferente de las otras figuras, motivo

por el cual el pico de acetilcolina se observa de gran tamano.

Figura 2. A) Curso temporal de la catalepsia en la prueba de la barra. La
administracion del vehiculo, la benzotropina (0.134 mg/kg), la teofilina (0.928
mg/kg), o la combinacion de farmacos se realizo 30 min antes del haloperidol. Los
simbolos representan la media de cada grupo * error estandar. B) Latencia de la
catalepsia, las lineas horizontales senalan la mediana de los valores de latencia.
Kruskal-Wallis Hs = 10.61, P = 0.014; prueba a posteriori de Dunn: * P < 0.05 vs.
vehiculo:. C) Tiempo de descenso acumulado * error estandar medidos durante 5
horas después de administrar el haloperidol. ANOVA de una via: F(3,27) = 25.98,
P<0.0001; prueba a posteriori de Tukey: * P < 0.05 vs. vehiculo, *** P < 0.001 vs.

grupos tratados con vehiculo, benzotropina o teofilina.

Figura 3. A) Curso temporal de la catalepsia en la prueba de la barra. La
administracion del vehiculo, la benzotropina (0.268 mg/kg), la teofilina (1.856
mg/kg), o la combinacion de farmacos se realizo 30 min antes del haloperidol. Los
simbolos representan la media de cada grupo * error estandar. B) Latencia de la
catalepsia, las' lineas horizontales senalan la mediana de los valores de latencia.
Kruskal-Wallis: Hs = 11.0, P = 0.012; prueba a posteriori de Dunn: * P < 0.05 vs.

vehiculo y el grupo de teofilina sola. C) Tiempo de descenso acumulado + error

I
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estandar medidos durante 5 horas después de administrar el haloperidol. El
antagonista muscarinico benzotropina presenta un sinergismo con la teofilina.
ANOVA de una via: F(3,27) = 46.31, P < 0.0001; Prueba a posteriori de Tukey: * P <
0.001 vs. benzotropina, ** P < 0.001 vs. vehiculo, *** P < 0.001 vs. grupos tratados

con vehiculo, benzotropina o teofilina.

Figura 4. Graficas que muestran de manera comparativa el curso temporal de los
farmacos, agrupados por tipo de tratamiento: solo benzotropina (A), solo teofilina (B)
y la combinaciéon (C). La porcion sombreada muestra las diferencias entre las dos

dosis evaluadas de los farmacos.
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CONCENTRACION REPETIBILIDAD PRECISION INTERMEDIA

ACETILCOLINA |

| PROMEDIO(mV)‘ PROMEDIO |
| (nM) %CV (mV) %CV

i 200 384449 | 115 35628.2 11.4 |

| 300 572679 | 154 491035 | 143 |

400 72651.0 | 11.0 63294.4 11.0 |

- 500 874425 | 13.0 | 759848 94 |

. 600 [ 108101.0 | 412 | 931643 16.8 |

i 800 | 1473326 | 9.0 | 1241148 | 158

Tabla 1. Parametros evaluados en la validacion del meétodo analitico para la
cuantificacion de acetilcolina. La precision del método se evalué como repetibilidad
calculando el porcentaje de coeficiente de variacion de seis curvas de calibracion
realizadas el mismo dia. La precision intermedia es el resultado de las curvas de

calibracion realizadas en seis dias.
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