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Introduccio i objectius






La realitat de les drogues d’abus com la societat és variable. Aixi és que, en les
dues ultimes decades, sobretot a la déecada dels anys 90, ha hagut un augment
significatiu del consum de les drogues de sintesi, associades a determinats ambients, i
amb unes connotacions que les fan anomenar de disseny.

Pel que fa al patrd de consum, un element comu és el seu Us recreatiu. En gran
nombre, aquestes drogues sintétiques sén consumides en moments d’oci, sempre amb
un marcat caracter grupal, quasi tribal i facilitador de relacions, essent en moltes
ocasions un consum experimental i associat gairebé sempre a la poblacié jove que es
troba en fase de desenvolupament, el qual agrava el problema. Segons informe del
Plan Nacional sobre drogas de 2010, durant els ultims anys s’ha detectat un fort
increment del consum dels derivats amfetaminics (com també de la cocaina i el
cannabis) que es comercialitzen en forma de capsules i comprimits que poden tenir
diverses formes, mides i colors, i poden presentar diferents tipus de gravats. L’estética
i la via de consum d’aquest tipus de drogues fa que no siguin tan mal vistes com per
exemple la heroina.

Les amfetamines exerceixen potents efectes estimulants a través de I'activacié
de les neurones dopaminergiques i serotoninérgiques. Entre elles estan la
metilendioximetamfetamina (MDMA), coneguda comunament com a “éxtasi”, i la
metamfetamina (METH), coneguda com a “speed” o “ice” en la seva forma fumable;
aquestes sén els derivats més populars utilitzats com a drogues recreatives en els
paisos desenvolupats.

Malgrat el seu consum, s’ha demostrat que 'MDMA provoca neurotoxicitat
serotoninergica en rates i primats (Ricaurte i col., 1988; De Souza i col., 1990; Green i
col., 2003). D’altra banda, estudis neurotoxicologics han establert que certes pautes
d’administraci6 de METH provoquen la degeneracid de les fibres estriatals
dopamineérgiques i serotoninergiques en els cervells de varies especies: rata, ratoli, i
primats no humans (Wrona i col., 1997; Davidson i col., 2001). Per tant, la possibilitat
de que aquestes drogues produeixin efectes neurotoxics en consumidors humans és
ben real i el seu estudi és, per tant, d’elevat interes.

L“speed” (METH) és la droga de sintesi més consumida després de
I’“extasi”(MDMA) (Royo-Isach i col., 2004). La percepcio de ser una droga “segura”, de

facil obtencié i de preu assequible, sén variables rellevants que contribueixen a
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I'extensié del seu consum. Des de I'ambit d’atencié primaria es recomana que
s’adoptin programes de disminucid de danys i riscos.

S’ha comprovat que en I'administracié d’amfetamines, un factor determinant
en la degeneracid dels terminals neuronals és I'estres oxidatiu, mitjancant la produccid
d’especies reactives d’oxigen (ROS) (Cubells i col., 1994; Cadet i col., 1995; Yamamoto i
Zhu, 1998; Imam i col., 1999). De tota manera, encara queden punts a aclarir sobre els
mecanismes pels quals les amfetamines provoquen aquesta neurodegeneracio.

Degut a la complexitat dels models in vivo, resulta interessant el fet de disposar
de models experimentals in vitro que permetin I'estudi d’aquests mecanismes sota
condicions ben controlades. El nostre grup de recerca va posar a punt un model in
vitro, basat en sinaptosomes d’estriat de rata, on I'addicié de METH produia I'aparicié
de ROS de forma dependent de calci extracel-lular, de I'activacié de la proteina cinasa
C (PKC) i de I'0xid nitric-sintasa (nNQOS). Alhora, un antagonista dels receptors nicotinics
neuronals a7, la metillicaconitina (MLA), inhibia la produccié de ROS (Pubill i col.,
2005). En un treball posterior (Escubedo i col.,, 2005) es confirma l'efecte de la
metillicaconitina (un antagonista especific dels receptors a-7) com a neuroprotector
front la METH en ratolins. També s’ha demostrat que en sinaptosomes de ratoli, els
ROS induits per METH soén inhibits en preséncia d’MLA (Pubill i col., 2005), i en
experiments recents s’ha demostrat el mateix per a 'MDMA (Chipana i col. 2006). Per
tant, I'efecte neuroprotector de I’'MLA permet ampliar les eines farmacologiques
disponibles per a estudiar els efectes aguts i a llarg termini induits per la
metamfetamina i, per extensio, 'MDMA.

Aguest model, també corrobora una de les hipotesis existents per la qual, dins
els terminals sinaptics, la METH i 'MDMA en ratolins desplacen la dopamina (DA)
vesicular, on és protegida de reaccions de degradacid, deixant-la desprotegida al
citoplasma. Aquestes amines sén oxidades a espécies reactives d’oxigen com el
peroxid d’hidrogen, superoxid , hidroxil i peroxinitrit (Sulzer i col., 1995; Deng i Cadet,
1999; Larsen i col.,, 2002). L’activacié concomitant dels receptors a-7 afavoriria
I'entrada de Ca®" a través d’aquests i I'activacié per aquest catié d’enzims dependents

de Ca®" com la PKC i 'nNOS.



El receptor a7 (a7nAChRs) és un homo-oligdmer format per 5 subunitats a7. Es
el receptor nicotinic homomeric d’acetilcolina més abundant en el sistema nervids, es
troba fonamentalment a |’ hipocamp: en els terminals colinérgics i en les
interneurones GABAérgiques. De tots els nAChR, els a7 sén, amb gran diferéncia, els
més permeables al calci. El paper fonamental que juga el calci en la supervivencia i el
desenvolupament de la neurona, la modulacid de la seva activitat i, finalment, la mort,
situa aquests receptors en una posicié privilegiada i per tant, la implicacié d’aquests
receptors nicotinics a7 en els efectes de la metamfetamina i I'éxtasi, obre una linia
d’investigacié en la que ens plantejarem i estudiarem els diferents llocs d’accié i
modulacié d’aquest receptor.

Malgrat els bons resultats obtinguts en I'estudi dels sinaptosomes, aquests
presentaven I'inconvenient de ser una preparacié extemporania que comprenia només
els terminals nerviosos, principal diana de les amfetamines, perd no permetia realitzar
estudis a temps llargs, ni sobre la viabilitat ni sobre respostes adaptatives de les
neurones. Per tant, degut a la complexitat i llocs de modulacié del receptor a7, era
necessari disposar d’'un model in vitro que expressés aquests receptors i, per tant, fes
possible I'estudi de I'efecte dels derivats amfetaminics sobre aquests, tant pel que fa a
la interaccid fisica amb el receptor, com la seva traduccié a nivell funcional o
toxicologic. Per tant, era necessari poder disposar d’un model on es mantingués la
integritat de la cél-lula permetent aixi una accio sobre la totalitat del conjunt cel-lular.

Les cél-lules PC12 sén una linia que prové de feocromocitoma de rata i
sintetitzen, emmagatzemen i secreten dopamina (DA) i noradrenalina (NA). L’addicio
del factor de creixement neuronal (NGF) indueix la diferenciacié d’aquestes cel-lules a
un fenotip neuronal. L'NGF estimula les cél-lules PC12 per a que detinguin la seva
divisié, estenguin les seves neurites, expressin marcadors especifics neuronals, aixi
com el receptor a7 (Blumenthal i col.,, 1997; Madhok i col.,1995), i esdevinguin
electricament excitables (Klesse i Parada, 1999). Donat que ambdds derivats
amfetaminics actuen a nivell de sistema dopaminergic esdevingueren un model

cel-lular idoni per al nostre estudi.



OBJECTIUS

1- Determinar I'afinitat de la METH i 'MDMA pels receptors nicotinics mitjancant
assajos de competicid i determinar si el tractament de les cel-lules amb METH i MDMA
provoquen, de manera analoga a com fa la nicotina, alteracions en la densitat de

receptors nicotinics tant in vitro com in vivo.
2- Explorar la participacié de determinades vies en la regulacid de receptors a7 i
heteromerics induida per METH i MDMA. Concretament s’estudiara la seva

participacié utilitzant inhibidors selectius.

3- Determinar l'efecte de 'MDMA i la METH sobre la funcionalitat dels receptors

nicotinics mitjancant tecniques de fluorescencia i avaluar els mecanismes implicats.

4- Determinar els efectes a llarg termini de 'MDMA sobre els receptors nicotinics.

5- Avaluar les diferencies entre els enantiomers tant de la METH com de 'MDMA

sobre I'afinitat i la funcionalitat dels receptors nicotinics.

6- Avaluar si la delecié dels receptors a7 té efectes neuroprotectors sobre la

neurotoxicitat dopaminergica induida per I'MDMA en ratolins.



Revisio teorica






1. LA METILEN-3,4-DIOXIMETAMFETAMINA (MDMA)

Origen

L'any 1912, la_metilen-3,4-dioximetamfetamina (MDMA) va ser una de les

substancies intermediaries resultat d’un nou procediment de sintesi per a una nova
patent de I'agent coagulant hidrastinina (Bayer/Elberfeld) pel Dr. Anton Kollish de
I'empresa farmacéutica alemanya Merck (Darmstad). EI nou compost va ser la
metilhidrastinina i va ser patentat a Alemanya amb el nUmero 274350, pero a 'MDMA
no se li va donar cap importancia en aquell moment (Freudenmann R.W. i col., 2006).

L'any 1927, el Dr. Max Oberlin (Merck) estava interessat en els composts
similars a I'adrenalina i I'efetonina. Va redescobrir la patent de la metilhidrastinina i
estudiant el procediment de sintesi hi va trobar un intermediari que tenia una
estructura similar a les substancies que linteressaven, 'MDMA, llavors anomenat
safril-metil-amina. En I’Annual Report for 1927 consten els primers assajos amb
I'MDMA i els altres intermediaris que constaven en la patent com [l'eugenil-metil-
amina i la metil-eugenil-metil-amina. Oberlin va observar que I'efecte de I'MDMA en
els nivells de glucosa del teixit muscular eren comparables a I'efecte d’una dosi
elevada de efetonina, pero concloia que no tenia efectes purament simpatics, a més,
va comprovar que presentava molta més toxicitat que els altres compostos. Els seus
estudis es van detenir donat I'alt preu que implicava sintetitzar els compostos, pero va
advertir que s’hauria de continuar investigant amb aquests donat que podrien ser
composts terapéuticament actius.

Fins I'any 1952 no hi ha més documents on aparegui I'MDMA, en aquest cas, en
la llibreta de laboratori del Dr. Albert Van Schoor es troben notes d’assajos toxicologics
en mosques que aquest realitza, concluint que les mosques abans de morir es
col-locaven en posicié supina.

Durant els anys 1954-1955 la Universitat de Michigan va dur a terme un estudi
esponsoritzat per I'armada dels Estats Units on es comparava |'efecte de la mescalina
amb diversos compostos de estructura similar en diferents models animals, pero
aquestes investigacions van ser confidencials fins I’'any 1973 que es van publicar en la

revista Toxicology and applied pharmacology (Hardman H.F. i col., 1973).
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El Dr. Wolfang Fruhstorfer (Merck) estava interessat en la produccié de nous
estimulants, i 'any 1959 va treballar amb 'MDMA en col-laboracié amb I’ Institut de
medicina de I'aviacié.

L’any 1960 va apareixer el primer article en el qual es descrivia la sintesi de
I'MDMA. (Biniecki S. i col., 1960).

L'any 1978 es publica un estudi rellevant on es defineixen les caracteristiques
farmacologiques i farmacocinetiques de 'MDMA en humans.

A partir dels anys 70 ja es detecten pastilles per a Us psicoestimulant en els
carrers de Chicago. Pero el nom comu d’Ecstasy no apareix fins el principi dels anys 80
a California.

Es a finals dels anys 80 quan I'MDMA es classificat com a substancia controlada

en els Estats Units i prohibida en aquest i molts altres paisos.
Estructura i caracteristiques quimiques

L'MDMA  (3,4-metilendioxi-N-metamfetamina) és un derivat de la
fenilisopropilamina amb un anell substituit d’estructura similar a la metamfetaminaii la
mescalina, el que li confereix alhora propietats estimulants i d’alteracié de les
percepcions. Forma part del grup de substancies entactogenes, paraula derivada del

grec en (dintre) i del llati tactus (tacte).

(lj__
‘“ﬂ-\.\_\_\‘o
3,4-metilendioximetamfetamina

Quan es troba com a base lliure és de color blanc, i és insoluble en aigua pero
soluble en la majoria de solvents organics (Shulgin i col. 1986). MDMA és una

substancia liposoluble que té un pKa de 9.8, i per tant és una base débil.
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Les principals caracteristiques quimiques de 'MDMA sén (taula segons index Merck):

Nom MDMA

Nom quimic 3,4-metilendiox-N-imetamfetamina

Noms quimics alternatius 3,4-methilendioxi-n-metilamfetamina;
N-a-Dimetil-1,3-benzodioxol-5-etanamina;
metilendioxi-N-metilamfetamina;
N-metil-3,4-metilendioxifenilisopropilamina;
Extasi; E; XTC; Adam

Férmula quimica C11H15NO,

Pes molecular 193.25 (MDMA); 229.75 (MDMA-HCI)

147-148° C (Cristalls de clorhidrat en isopropanol/hexa)
Punt de fusio
152-153° C (Cristalls de clorhidrat en isopropanol/eter)

L'MDMA es troba en el mercat en forma de racemat, pero presenta dos

isomers optics (enantiomers), que difereixen degut al centre quiral en posicié a (*).

L
e
o
M
L
/
T
ff A
4 /
\a; /
c:j' I'.
S

(S)-(+)-MDMA (R)(-)-MDMA

Les dos isoformes sén farmacologicament actives pero en estudis recents s’ha
observat diferéncies entre ambdues (Hiramatsu i Cho, 1990; Fantegrossi i col., 2003;

De la Torre i Farré, 2004).

Propietats farmacologiques

Dosi i consum
Una pastilla d’éxtasi conté de 50 a 150 mg d'MDMA. En el mercat, les pastilles
no contenen éxtasi pur normalment, siné que estan barrejades amb altres substancies

com MDA, amfetamina, LSD, opioids, ketamina, atropina, cafeina, paracetamol,
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salicilats, efedrina, dextrometorfa, etc. El consum és de un cop cada 1-2 setmanes, i la

mitjana és de 2.8 pastilles per sessio.

Farmacodinamica

L’'MDMA és un potent agent serotoninérgic (Rothman i col., 2001), interacciona
amb els transportadors que alliberen i recapten neurotransmissors, com la serotonina,
en el sistema nervids central, encara que també interacciona amb més baixa afinitat
amb el transportador de noradrenalina i dopamina. Alhora inhibeix I'enzim de
degradacié de neurotransmissors monoamino oxidasa A i B. També inhibeix I'enzim
tirosina hidroxilasa, enzim limitador de la sintesi de serotonina. Els seus efectes

simpaticomimetics sén més debils que els de la METH i 'amfetamina a dosis baixes.

Farmacocinética

Un 35% del seu metabolisme és hepatic subjecte al polimorfisme genetic del
citocrom CYP2D6 (90% expressid del fenotip de rapid metabolitzador en caucasics). Un
65% és eliminat via renal. La vida mitjana és de 7-9 hores. El metabolit actiu és 3,4-
metilendioxiamfetamina. L'efecte psicoestimulant es dona als 30-60 minuts, amb una

durada de 3.5 hores.

Efectes desitjats
Provoca euforia, pau interna, facilita les relacions socials, incrementa el desig
sexual, incrementa la sensibilitat sensorial, sobretot visual i tactil, i, en alguns casos de

dosis altes, pot provocar al-lucinacions.

Manifestacions cliniques

Psicosi, atacs de panic, ansietat, insomni, bruxisme, hipertérmia que pot donar
lloc a una fallada multiorganica, ataxia, confusid, hiponatremia (SIADH) que pot donar
lloc a un edema cerebral, hepatitis, rigidesa muscular, rabdomiolisi, coagulacié
intravascular disseminada (DIC), fallo renal, hipotensid, sindrome serotoninérgic i
problemes de I'estat d’anim i perdua de memoria. Provoca tolerancia a llarg termini
amb un increment de la dosi progressiu (de 0.5 fins 3 pastilles per sessid), perd no és

una substancia altament adictiva.
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Mecanisme d’acci6

L'MDMA afecta al SNC i periferic, actuant principalment sobre el sistema
serotoninergic. S’han descrit les seves propietats simpaticomimetiques i de modulacid
del sistema psicomotor i endocri. Actua com a simpaticomimetic indirecte del
receptor adrenérgic a,, del receptor serotoninergic 5-HT,, del receptor muscarinic M-1
i del receptor d’histamina H-1. S'uneix també, amb menor afinitat, als receptors de
dopamina i noradrenalina, als receptors muscarinics i als a;-adrenoreceptors.

Estudis neuroquimics in vitro en animals de laboratori revelen que 'MDMA
bloqueja la recaptacioé de serotonina i produeix I'alliberacié massiva de serotonina de
les vesicules presinaptiques (Schmidt i col., 1987), seguida d’una disminucidé rapida dels
nivells de 5-HT, d’acid 5-hidroxindolacétic (5-HIAA) i de l'activitat de la triptofan
hidroxilasa (TPH). Les principals vies serotoninérgiques afectades per I'MDMA sén les
presents a I'escorca frontal, les de I’ hipocamp i les arees del sistema limbic com
I’'amigdala.

A més també s’ha observat que provoca una alliberacié de dopamina (McKenna
i col., 1991; Crespi i col., 1997) dosi-dependent a I'estriat, nucli acumbents, caudat i
hipocamp. Aquest mecanisme d’accio explicaria els seus efectes psicoestimulants i part
dels seus efectes neurotoxics. Tots aquests efectes impliquen canvis fisiologics com
son: hipertérmia, hiperactivitat i, la sindrome serotoninérgica conductual
caracteritzada per hiperactivitat del sistema locomotor, estirament de les extremitats,
moviment de cap repetitiu, piloereccid, proptosi, ataxia i portat a I'extrem, convulsions
i mort (Green i col. 1995).

L’experimentacido en rates posa de manifest I'efecte neurotoxic de 'MDMA
sobre el sistema serotoninergic. En canvi, en ratolins, es veu més afectat el sistema
nigroestriatal dopaminérgic (Frith i col., 1987; Battaglia i col., 1988; Malpass i col.,
1999). En rates, I'administracié de 'MDMA produeix una reduccié dels marcadors
serotoninergics consistent en: disminucié dels nivells de 5-HT i del seu metabolit
principal (5-HIAA), del transportador i de I'enzim limitant de la seva sintesi (TPH).
Aquests efectes es produeixen en I'escorga, I'estriat i en |’ hipocamp. En preparacions

sinaptosomals d’estriat de rata, 'MDMA també és capag¢ de provocar canvis en el
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transportador de dopamina que condueixen a una disminucié de la seva funcionalitat
(Metzger i col., 1998).

Pel que fa als ratolins, 'MDMA es comporta com una neurotoxina selectiva del
sistema dopaminergic. La seva administracié provoca una reduccié considerable de les
concentracions de dopamina (DA) a I'estriat (Stone i col., 1987; O’Shea i col., 2001).
Aguesta perdua reflexa una degeneracié neurotoxica dels terminals nerviosos
dopamineérgics similar a la que produeix la metamfetamina tant en rates com en
ratolins.

Tant en el cas de rates com en ratolins, 'MDMA provoca la peroxidacid dels

lipids que dona lloc a la produccié de ROS (Colado i col., 1997).

2. LA METAMFETAMINA (METH)

Origen

L’Efedrina és un alcaloid que va ser aillat i caracteritzat per primera vegada
I'any 1885 pel quimic japonés Nagayoshi Nagai. L’any 1920 es va comercialitzar pel seu
us clinic pel tractament de l'asma (Lee, 2011). El 1983 Nagai va sintetitzar la
Metamfetamina a partir de la efedrina. Posteriorment, I'any 1919, el quimic japonés
Akira Ogata va cristal-litzar la metamfetamina que ser amplament consumida els anys
1940 durant la Segona guerra Mundial on els militars dels exércits de Alemanya,
Franca, America i Jap6 la consumien per a millorar I'alerta i superar la fatiga de la lluita.

L'any 1971, la METH va ser classificada com a substancia adictiva.

Estructura i caracteristiques quimiques

L’addicio d’un grup metil en I'atom de nitrogen de I"'amfetamina dona lloc a la

metamfetamina.
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Amfetamina metamfetamina

El clorhidrat de metamfetamina és un pols blanc que pot trobar-se en forma de
pols o en comprimits o capsules de 10 a 15 mg. Es pot administrar via oral o nasal, pero
també per via intravenosa, dissolta en aigua destil-lada seguint el mateix procediment
que la heroina. La metamfetamina base, en canvi, forma cristalls amb I'aspecte de cubs
de gel (ice). S"administra per via inhalatoria, els cristalls es calenten i es fuma en pipes

de manera analoga al crack.

CHy CH3

M

H

CHy

S-(+)-metamfetamina R-(-)-metamfetamina

L'isomer S-(+)-METH és bioldgicament més actiu que I'isomer R-(-)-METH (Sulzer i col.,

2005).

Nom Metamfetamina

Nom quimic (S)-N,a-Dimetilbenze-etanamina; d-N-metilamfetamina

Noms quimics alternatius d-deoxiefedrina; d-disoxiefedrina;
1-fenil-2-metilaminopropa; d-fenilisopropilmetil-amina

Férmula quimica C10H15N

Pes molecular 149.24
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Propietats farmacologiques

Farmacodinamica

Presenta accié simpaticomimética. Es el derivat amfetaminic que provoca el
més potent efecte cardiovascular. A nivell del sistema nervids central, els efectes de la
METH sén més potents que els de lI'amfetamina. La METH té afinitat per el
transportador de dopamina (DAT), el de serotonina (SERT), el de noradrenalina (NET) i

el transportador vesicular de monoamines tipus 2 (VMAT-2).

Farmacocinética

El volum de distribucié és de 3-7 L/Kg. El metabolisme és hepatic. Un 40-50%
d’eliminacié és renal. La vida mitja és de 8-12 hores. Els metabolits actius sén
I'amfetamina i la norefedrina. L'efecte maxim s’aconsegueix als 15 minuts en el cas
d’administracié intravenosa, fumada i intranasal i a les 3 hores en el cas
d’administracid oral, i la duracié dels efectes després d’una dosi moderada de 5 a 30
mg és de 8 hores. Les dosis baixes van dels 5 als 10 mg, les mitjanes de 20 a 40 mg, i les
altes de 50 a 90 mg. Dosis majors poden resultar letals entre consumidors sense

tolerancia.

Efectes desitjats
Euforia, increment de I'energia, disminucié de I'ansietat i estat d’anim positiu,
concentracio, desinhibicid i desig sexual, disminucié de la gana, acceleracié del pols,

pressid elevada, increment de la temperatura i dilatacié de les pupiles.

Associacio clinica

Bruxisme, agitacid, paranoia, comportament violent, activitat sexual
desmesurada, taquicardia, dispnea, i en casos extrems de sobredosi, alteracié de
I’estat mental amb intent de suicidi i psicosi aguda, i fallida cardiaca, renal i hepatica.
Provoca pérdua de memoria i disminucié de I'atencid. Alhora, la pérdua d’aigua i
electrolits per la sudoracié per contrarestar I hipertérmia, acompanyada d’un consum
excessiu d’aigua, pot comportar un desequilibri hidroelectrolitic que porti a una fallida

multiorganica i a la mort. Es dificil determinar les dosis toxiques que produeixen
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aquests efectes, ja que es desenvolupa tolerancia a aquests. En el tractament de la
intoxicacié aguda per metamfetamina, al ser una base feble, s'acidifica I'orina amb
clorur d'amoni per a facilitar-ne la eliminacié. Per als casos de gran estimulacié central,
s’utilitzen farmacs sedants. La METH és adictiva i provoca la sindrome d’abstinéncia

amb depressid i intent de suicidi en usuaris habituals que la deixen de consumir.

Mecanisme d’accio

La metamfetamina pot entrar en el terminal nervids a través del transportador
de dopamina (DAT), encara que molts autors estableixen que la entrada també es pot
donar per difusio passiva degut a la seva liposolubilitat.

A una dosi baixa i en els primeres moments hi ha una reversié rapida del DAT,
alliberant DA a la sinapsi de forma massiva (Haughey i col., 2000; Sandoval i col., 2001).
Aguesta DA prové de diposits citoplasmatics, ja que en el interior del terminal, la
metamfetamina (substancia basica) queda atrapada, alterant el pH basal del terminal.
Es aixd el que provoca l'alliberament de la DA de diposits citoplasmatics vesiculars que
conseqlientment s'alliberara a I'exterior per reversié del funcionament de DAT.
Després d’una exposicid més continuada a la metamfetamina, es bloqueja el DAT, que
no permet ni I'entrada ni la sortida de DA i per tant, la DA intracel-lular s"acumula
(Leviel, 2001). Aquesta DA queda desprotegida al citosol i pot patir reaccions
guimiques que comportaran la generacié d’espécies reactives d’oxigen.

A dosis més altes, la metamfetamina facilita la transmissié dopaminergica i
apareix un comportament estereotipat (realitzacié repetida de determinades accions
sense cap finalitat concreta) que es correlaciona amb un gran alliberament de

dopamina en l'estriat.
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3. NEUROTOXICITAT DE LES AMFETAMINES

L’exposicio a METH i MDMA provoca en un primer moment uns efectes a curt
termini que tenen repercussié en el temps induint uns efectes a llarg termini.
Els efectes a curt termini son els seglients:

-Increment de DA i 5-HT extracel-lular i intracel-lular.

-Increment de Glutamat extracel-lular

-Hipertérmia
Els efectes a llarg termini son els seglients:

-Estrés oxidatiu

-Excitotoxicitat

-Disfuncié mitocondrial

Amfetamines, DAT, SERT i VMAT

Com ja s’ha descrit anteriorment, els derivats amfetaminics sén substrats pels
transportadors neuronals encarregats de la recaptacié de les amines biogéniques com
la dopamina (DA), la norepinefrina (NE) i la serotonina (5-HT). Les amfetamines
s'introdueixen per difusié passiva, degut a la seva liposolubilitat, dins el terminal
neuronal o bé utilitzen el transportador, i subseqlentment reverteixen el
transportador de manera que provoquen el transport revers de les monoamines que
préviament han desplacat de les vesicules sinaptiques, del citosol a I'espai sinaptic.
Aguest efecte agut de les amfetamines provoca finalment un increment en la

neurotransmissio de DA, NE i 5-HT.
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Esquema del mecanisme d’accié dels derivats amfetaminics sobre el terminal dopaminérgic. (i) Entrada
al terminal neuronal per difusio passiva, (ii) entrada al terminal pel transportador de dopamina (DAT) i
reversioé del DAT(efecte agut), provocant alliberacié de DA a la sinapsi, (iii) reversio del transportador de
monoamines vesicular (VMAT?2) i alliberacié de DA al citosol (iv) inhibicié de la tirosina hidroxilasa (v)

inhibicio del DAT (efecte cronic) (vi) inhibicié de la monoamino oxidasa (MAO).

En un primer moment, la METH o I’'MDMA provoquen la reversié rapida del
transportador el qual provoca l'alliberacié dels neurotransmissors a la sinapsi de forma
massiva (Haughey i col., 2000; Sandoval i col. 2001). Alhora, el derivat amfetaminic és
una substancia basica que queda atrapada dins dels terminal i altera el pH basal i
provoca la reversié del VMAT2 alliberant els neurotransmissors de les vesicules
sinaptiques al citosol. Per altra banda, I'exposicié cronica dels terminals a aquestes
substancies provoca la inhibicié del DAT i el VMAT2, deixant les monoamines lliures en
el citosol. Aquestes amines s’oxiden en el citosol provocant una serie de metabolits
toxics com les especies reactives d’oxigen i les quinones.

La METH i 'MDMA es diferencien per la seva afinitat per als transportadors.
L'MDMA té una millor afinitat pel transportador de serotonina (SERT) que pel de DA
(DAT) respecte la METH, la qual cosa provoca un increment més significatiu en
I'alliberament de 5-HT. Alhora, ambdds derivats incrementen [l'alliberament de
glutamat (GLU) i provoquen astrogliosi excepte en el cas de I’'MDMA en cervell de rata,

el qual participa en la neurotoxicitat induida per aquestes substancies.
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Estudis demostren que la METH afecta més intensament els terminals
dopamineérgics de I'estriat que del nucli accumbens, el bulb olfactori, I'escorca frontal o
I” hipocamp (Ricaurte i col., 1980).

La rad d’aquestes diferencies podria estar relacionada amb les diferéncies en la
densitat del DAT. En canvi, els terminals serotoninérgics d’aquestes zones es troben
d’igual manera afectats. L'MDMA és selectivament neurotoxic sobre els terminals
serotoninergics de totes aquestes zones cerebrals en rates i primats no humans, pero
en el cas de ratolins, indueix déficits de DA.

Una reduccié de marcadors de DA, com el VMAT, i de 5-HT, com el SERT, ha
estat observada en consumidors habituals de METH, i en el cas de consumidors de

MDMA s’ha observat disminucié de SERT (McCann i col., 2005).

Amfetamines i MAO

La MAO és l'enzim encarregat de [l‘oxidaci6 de monoamines i de
neurotransmissors monoaminergics (NT) com la serotonina, la dopamina i la
noradrenalina. Es troba situada en la membrana externa del mitocondri. En el cervell
de mamifer existeixen 2 subtipus de MAO: la MAO-A que es troba en neurones
catecolaminergiques i la MAO-B situada en neurones serotoninergiques, en astrocits i
en la glia (Shih i Thompson, 1999). La oxidacié de NT per la MAO produeix H,0, que
pot ser convertit a un dels radicals d’oxigen més reactius, el -OH. Esta descrit que
I"'MDMA inhibeix la MAO induint un increment en la concentracid sinaptica del NT.
Alhora que 'MDMA inhibeix la MAO-A i provoca una alliberacié massiva de DA, la DA
és recaptada per el SERT de la neurona serotoninérgica deplecionada de 5-HT, que
sera oxidada per la MAO-B i contribuira a la produccid6 de ROS en el terminal
serotoninergic (Sprague i Nichols, 1995). Articles recents del nostre grup (Chipana i
col., 2008) en sinaptosomes d’estriat de ratoli demostren que concentracions baixes
d’MDMA indueixen la produccié de ROS, el qual podria ser consequiencia de la inhibicio
de la MAO-A pero no la MAO-B, el qual dona lloc a oxidacié de la DA i per tant
increment en els ROS. L'exposicid a dosis més elevades de la droga indueix una

inhibicié d’ambdds MAO.

20



En el cas de la METH, esta descrit que la MAO-B participa en la neurotoxicitat

induida per aquesta droga en neurones dopaminérgiques (Wei i col., 1997).

Amfetamines i hipertérmia

La desregulacio de la temperatura esdevé un factor important relacionat amb la
resposta toxica per METH i MDMA. El tractament amb aquestes drogues provoca un
increment de la temperatura d’1.5 2C. En treballs recents s’ha observat que inhibint
I'increment de temperatura induit per METH s’aconsegueix inhibir I'efecte oxidatiu
d’aquesta substancia. Mantenir els animals tractats amb la droga a baixa temperatura
bloqueja I'oxidacié de DA i, per tant, la produccioé d’especies reactives d’oxigen, i a la
vegada disminueix la captacié de METH pel DAT potenciada per I'elevada temperatura,
efectes que caracteritzen la neurotoxicitat d’aquesta substancia.

L'increment de la temperatura es dona per l'activacid dels receptors de
dopamina D1 i D2. Tan en el cas de la METH com I’'MDMA, I'alliberacié massiva de DA
provoca l'activacié d’aquests receptors i per tant I’ hipertérmia. Animals tractats amb
antagonistes d’aquests receptors no presenten una pujada tan elevada de la
temperatura després del tractament amb les drogues (Cole i Sumnall, 2003; Krasnova i
Cadet, 2009).

Un altre mecanisme pel qual la METH provoca hipertérmia és l'increment de la
interleucina-1B en d’hipotalem (Bowyer i col., 1994). Aquesta molécula és un pirogen
endogen i s’ha observat tan en rates com en ratolins I'increment de mRNA d’
interleucina-1B8 en d’hipotalem. Alhora, la proteina mitocondrial UCP-3 del muscul
esqueletic podria estar implicada en la termoregulacio, ja que animals deficients en
aquesta proteina i tractats amb METH no presenten resposta térmica (Sprague i col.,
2004). L'alliberaci6 de acetilcolina per METH també esta implicada en la
termoregulacié (Crawshaw, 1973).

En el cas del tractament amb MDMA, |’ hipertéermia pot potenciar la deplecié
de glutatié induida per aquesta substancia incrementant el risc d’exposicié hepatica a
prooxidants (Carvalho i col., 2001).

Recentment també s’ha associat la hipertérmia amb el trencament de la

barrera hematoencefalica i I'increment de permeabilitat d’aquesta (Bowyer i Ali, 2006;
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Kiyatkin i Sharma, 2009). El tractament amb METH o MDMA indueix una degeneracié
de les cél-lules endotelials del plexe coroide, element critic de la barrera

hematoencefalica en ratolins i rates.

Produccié d’espécies reactives d’oxigen induida per amfetamines

L’estrés oxidatiu és el resultat del desequilibri entre la produccié d’espécies
reactives d’oxigen i la defensa de la cel-lula contra ells. Estudis en humans i en models
experimentals demostren que l'estrés oxidatiu és una de les principals causes de
degeneracié neuronal en malalties com el Parkinson, I’Alzehimer o I'Esclerosi lateral
amiotrofica, i en addiccions a drogues d’abus com la metamfetamina o 'MDMA (Cadet
i col., 2007; Fleckenstein i col., 2007; Yamamoto i Raudensky, 2008).

El metabolisme oxidatiu del mitocondri, I'0xid nitric, els metabolisme dels
fosfolipids i les vies proteolitiques sén les principals vies de produccié d’espécies
reactives d’oxigen. L’alteracié dels sistemes de defensa en front d’aquests afavoreix
aquestes vies. Conseqlientment, aquesta produccid d’espécies reactives d’oxigen
produira dany cel-lular alterant lipids, proteines i ADN, induint a la cel-lula necrosi o
apoptosi.

Per tant, definir les vies de producciéd d’espécies reactives d’oxigen i els
sistemes de defensa cel-lulars, pot esdevenir una diana farmacologica important per a
evitar la degeneracié neuronal. Els tipus principals d’espécies reactives d’oxigen sén:

- L’anié superoxid (0;).

El peroxid d’hidrogen (H,0,).

El radical hidroxil (-OH).

Peroxinitrit (ONOQ’).

El peroxid d’hidrogen no és estrictament un radical lliure d’oxigen, ja que no té

un electré lliure, pero es considera aixi per la capacitat de donar ions hidroxils.
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Les especies reactives d’oxigen i el seu sistema de detoxificacid. La inhibicid de les vies antioxidants o la
potenciacié de les vies prooxidants dona lloc a I'estrés oxidatiu. SOD: Superoxid dismutasa; GSH:

Glutatid peroxidasa.

Les especies reactives d’oxigen, sobretot -:OH i ONOOQ’, produeixen alteracions
funcionals en lipids, proteines i ADN.

L'oxidacio i la peroxidacié dels lipids produeix una progressiva pérdua de la
fluidesa de la membrana produint aixi la reduccié del potencial de membrana i
incrementant la permeabilitat dels ions com el ca”, gue podrien activar enzims
dependents Ca’*com I'nNOS o la PLA,, que participarien en la produccié de noves
especies reactives com I’'NO i el superoxid. Nombrosos treballs apunten a que la
neurotoxicitat de la metamfetamina ve donada per la produccié d’espécies reactives
d’oxigen. En treballs realitzats pel grup de Yamamoto i Zhu (1998) es mesura la
peroxidacié dels lipids en estriat de rata després del tractament amb METH. El
malonildialdeid és producte d’aquesta peroxidacid i la seva produccié i,
conseqlientment el dany en els terminals dopamineérgics, es veu atenuada mitjancant
una serie d’antioxidants com la desferoxamina, quelant de ferro, involucrant al ferro
en els processos oxidatius. La METH també provoca la sobreexpressié de I'nNOS en
estriat i en hipocamp de ratoli (Deng i Cadet, 1999) ja que a la 1 i 24 hores de

tractament amb METH es veu un augment en la produccié de NO. Aquest NO pot patir
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oxidacio i donar lloc al radical molt més lessiu peroxinitrit (ONOQO’) (Demiyurek i col.,
1998). Tant la METH com I'MDMA donen lloc a un augment molt significatiu de
I’activitat dels enzims antioxidants com la superoxid dismutasa (SOD), aixd fa pensar
gue la rapida i massiva produccié de ROS per part dels derivats amfetaminics produeix
un estrés oxidatiu que condueix a I'increment d’activitat d’aquests enzims.

Cadet i col. (1995) comparen, el tractament amb METH en I'estriat de ratolins
control i en ratolins transgenics que expressen el gen CuZnSOD huma. El resultat és la
disminucio de DA i de DOPAC en els terminals dopaminergics dels ratolins control i no
observen dany en els terminals dels ratolins transgenics ja que la SOD permet la
proteccié en front dels radicals superoxid produits per la METH. Per tant, amb aquesta
série d’experiments s’evidencia que la neurotoxicitat de la METH ve donada per la

produccié de ROS en neurones dopaminergiques.
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Vies neurotoxiques de la Metamfetamina. La METH entra al terminal neuronal dopaminergic a través

del DAT o per difusié passiva i indueix I’alliberacié de la DA de les vesicules sinaptiques al citosol.
Aquesta DA s’autooxida i es oxidada per la MAO donant lloc a I'espécie reactiva d’oxigen O, . Aquest
ROS reacciona amb el oxid nitric (NO) i forma peroxinitrit (ONOO ), una espécies reactiva molt reactiva
que pot induir la necrosi de la neurona. La METH desestabilitza la membrana mitocondrial i s’allibera
calci al citosol. Alhora, s’activen vies mediades per glutamat. DA: dopamina; DAT: transportador de
dopamina; METH: metamfetamina; MAO: monoamino oxidasa; PTP, Porus de permeabilitat transitoria;

NOS: Oxid nitric sintasa; NMDA: N-metil-T-aspartat (Davidson i col., 2001).
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Excitotoxicitat en els terminals dopaminérgics i serotoninérgics

En el procés d’excitotoxicitat té lloc I'alliberacié massiva de glutamat, 'activacié
dels receptors de glutamat, increment en els nivells de calci intracel-lular, activacid
d’enzims calci-dependents, produccid d’espécies reactives d’oxigen i oOxid nitric, i
activacid de vies apoptotiques que donen lloc a la degeneracié d’organuls cel-lulars
com sén el mitocondri i el reticle endoplasmatic, i el dany a proteines del citoesquelet i
el DNA. L’excitotoxicitat juga un paper important en el dany de les neurones
dopamineérgiques i serotoninergiques del estriat i esta implicada en el dany a llarg
termini del estriat com a resultat de I'exposicid6 a METH (Staszewsky i Yamamoto,
2006). El tractament amb dosis altes de METH provoca alliberacié de glutamat en
I'estriat de rata (Nash i Yamamoto, 1992). Els agonistes del receptors metabotropic
mMGLURS i els inhibidors de I'NO sintasa atenuen la toxicitat de la METH en els
terminals dopamineérgics. Alhora, aquestes dosis altes de METH provoquen un
increment en els nivells de NO i la fragmentacié de proteines del citoesquelet com
I'espectrina i la proteina tau en estriat i escor¢ca de rata. En el cas de I'MDMA la
excitotoxicitat és un mecanisme de toxicitat més desconegut, pero igual que passa
amb la METH, la produccié d’NO associada als terminals dopaminérgics i

serotoninergics esdevé el principal mecanisme d’excitotoxicitat.

Alteracio de la funcié mitocondrial i del reticle endoplasmatic

El mitocondri és I'organul cel-lular més sensible, és a dir, en el cas d’una lesid
cel-lular és el primer que en resulta afectat.

Una dosi toxica de METH dona lloc a la inhibicié dels complexes de la cadena de
transport d’electrons, el complex I, lI-lll, i el complex IV, tan en I'estriat com en les
arees cerebrals que contenen neurones dopaminergiques. En el cas de 'MDMA, dosis
altes provoquen la disminucié del complex mitocondrial I-Il en estriat de rata i el
complex IV en estriat de rata, nucli accumbens i substancia negra (Burrows i col.,
2000). Alhora, I'MDMA indueix estrés oxidatiu en el mitocondri i delecions en I’ADN
gue codifica pel complex | i IV de les diferents zones cerebrals. El mecanisme pel qual

els derivats amfetaminics provoquen la inhibicié dels complexes mitocondrials no esta
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clara, perd hi estan implicats tant la produccid d’espécies reactives d’oxigen com
I'increment de calci intracel-lular. La METH indueix disfuncié del reticle endoplasmatic
provocant una rapida activacié d’enzims calci dependents com la calpaina i les
caspases (9, 3), aixi com l'increment en I'expressié de GRP78, BiP i CHOP indicatives de
disfuncié del reticle. Alhora la METH provoca I'alliberacié de citocrom C, smac/DIABLO
i factor induit per apoptosi (AIF) del mitocondri al citosol, resultat del dany
mitocondrial (Cregan i col., 2002; Jayanthi i col., 2004).

La convergencia de I'alliberacio de glutamat i I’activacio de vies apoptotiques
dependents i independents de calci que impliquen el mitocondri i el reticle
endoplasmatic esdevenen clau en la induccié de la degeneracié per METH de les

neurones estriatals.

Cascada de

* Inhibidor &D Caspases

ROS

ATP DACI

sintasa

CaZ+

Efecte de la Metamfetamina en el mitocondri. La METH entra en el mitocondri i incrementa el pH de la
matriu mitocondrial. Aquesta variacid de pH redueix I'activitat de I’ATP-sintasa. Alhora, es redueix la
capacitat per mantenir el potencial de membrana. La METH bloqueja la bomba de protons i provoca
I'alliberacio de la DA i el conseqlient increment de quinones derivades de la DA que indueixen I'obertura
del PTP. L'alliberacié de glutamat per la METH provoca I'activacio dels receptors NMDA i dona lloc a
I'increment de NO el qual inhibeix el complex IV mitocondrial i activa la cascada apoptotica de les
caspases. EI NO i el O, donen lloc al peroxinitrit que inhibeix el complex mitocondrial I i Il. PTP: Porus de
permeabilitat transitoria; MAO: Monoamino oxidasa; MA: Metamfetamina; DAg: Dopamina-O-quinona;

ROS: Espécies reactives d’oxigen; Cyt C: Citocrom c (Davidson i col., 2001).
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Amfetamines i inflamacio

La microglia sén les cél-lules del sistema immunitari del sistema nervids central.
Com a resposta de dany cerebral o d’inflamacié, les cél-lules de la microglia
incrementen la seva mida, migren cap al lloc on s’ha produit el dany i fagociten les
cel-lules danyades. La seva activacio és una defensa per a la supervivéncia neuronal,
perd la seva sobreactivacié pot esdevenir neurotoxica i donar lloc a malalties
neurodegeneratives com son [|'Alzehimer, el Parkinson, Huntington o efectes
secundaris relacionats amb la SIDA.

Tant la METH com 'MDMA indueixen inflamacid, i per tant, I'activacié de la
microglia, en les zones cerebrals que contenen terminals DA i 5-H, en estriat de ratoli i
de rata (Pubill i col., 2004) i en hipocamp. També ha estat detectada activacié de la
microglia en cervells d’"humans consumidors de METH i en primats no humans als quals
se’ls ha administrat la droga. Ambdds derivats amfetaminics provoquen I'alliberacid
massiva de glutamat que estimula els receptors de glutamat provocant una activacié
de la microglia. L’activacio dels receptors de glutamat indueix la produccié de citocines
inflamatories com son la interleucina-1B, el factor de necrosis tumoral a i la
interleucina 6 (Goncalves i col., 2008). Alhora, les citocines provoquen un increment
dels nivells de glutamat per inhibicié de la recaptacié de glutamat, cicle que promoura
la neurotoxicitat. Per altra banda, les quinones de DA sén activadors molt potents de la
microglia, pero I'activacid és independent de la formacid de espécies reactives

d’oxigen (Khun i col., 2006).
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4. ELS RECEPTORS NICOTINICS

El receptor nicotinic neuronal (nAChR) és una proteina de membrana amb una
massa molecular de = 290kDa, formada per 5 subunitats disposades simétricament

formant un canal ionic central. En els mamifers existeixen diferents tipus de nAChRs

gue es diferencien per la seva composicio de subunitats i la seva localitzacié.
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Esquema de I'estructura del receptor nicotinic (Llibre Lippincott Williams & Wilkins, 2007).

Formen part de la superfamilia de receptors lligats a canals idnics coneguda
com familia Cys-Loop, donat que totes les subunitats dels receptors d’aquesta familia
contenen, en I'extrem aminoterminal, un bucle unit per 2 cisteines, separades per 13
residus, formant un pont disulfur. A aquesta familia també pertanyen el receptor de
serotonina tipus 3 (5-HTs), el receptor y-aminobutiric tipus A (GABA,) i el receptor de

glicina.
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Estructura del canal ionic de la Familia Cys-loop. (a) Alineament de la sequéncia d’aminoacids del
segment transmembrana M2 dels diferents receptors de la familia. Aminoacids que es troben en el
lumen del canal (blau), els aminoacids carregats (taronja) i les prolines i glicines importants (verd). (b)
Comparacié d’una estructura amb el porus obert (blau) i una amb el porus tancat (vermell) d’un
homoleg bacteria de la familia Cys-Loop. S’observa el desplagament del bucles B1-B2 i M2-M3. (Review

Miller i Smart, 2010)

Estructura

Les subunitats dels receptor nicotinic estan codificades per 17 gens; d’aquests
s’expressen en el cervell dels vertebrats 9 subunitats a (a2- a10) i 3 subunitats B (B2-
B4). La combinacié de les diferents subunitats dona lloc a propietats cinétiques i
farmacologiques diferents. Les subunitats a7, a8 i a9 formen homopentamers
funcionals a diferencia de les subunitats a2- a6 que necessiten associar-se a una

subunitat B.
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Diferents subtipus de nAChR neuronals i els llocs d’unié dels lligands. La variabilitat en I'efecte
farmacologic sobre els nAChR depeén de la combinacié de les subunitats. Els triangles representen el lloc

principal (P) d’unid del lligand i els semicercles el lloc complementari (C). (Gotti i col., 2006).

L’estructura atomica del nAChR ha estat ben caracteritzada (Unwin, 2005; codi
PDB: 2BG9). Cada subunitat esta formada per un domini extracel-lular amb un grup
amino terminal (ECD), un domini transmembrana (TMD) format per 4 segments (TM1-

TM4) i un domini citoplasmatic variable.

Lloc d’unié dels lligands

Els llocs d’uni6 del nAChR es troben en la interfase entre una subunitat a i una
subunitat no- a, excepte en el cas dels receptors nicotinics homomerics com el nAChR
a7. El nombre de llocs d’'unié depén de la composicié del nAChR, desde 2, com en el
cas del nAChR 2a:1B:1y:16, fins a 5, com en el homopentamer a7.

Aquest lloc d’unid es troba en el ECD i esta format per unes estructures
anomenades bucles: A, B (component principal), D, E i F (component complementari)
conformant una butxaca que es tanca mitjancant el bucle C. Els residus que conformen
aquesta butxaca, i que es conserven en tots el subtipus de nAChR, sén aminoacids
aromatics: Y93 (bucle A), W149 i Y151 (bucle B), Y190 i Y198 (bucle C), W55 i W57

(bucle D), també el pont de cisteines (bucle C) en el cas de les subunitats a. Esta
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demostrat que aquest residus aminoacidics interaccionen amb el lligands nicotinics

(Arias, 1997).
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Model del lloc d’unié de l'acetilcolina al receptor nicotinic de Torpedo Marmorata. Els residus
aminoacidics implicats en la unié pertanyen al component principal (subunitat a) i al component

complementari (8). Y: Tirosina; W: Triptofan; C: Cisteina; E: Acid glutamic; D: Acid aspartic (Arias, 1997).

La cristal-litzacio i la determinacié de I'estructura de I’AChBP (proteina
homomerica soluble sobre la qual I'acetilcolina s’uneix de la mateixa manera que
sobre el nAChR a7) del cargol Lymnaea stagnalis (Ihara i col., 2008; codi PDB: 2ZJU) del
mol-lusc Aplysia californica (Celie i col., 2005; codi PDB: 2BR7) i del peix Torpedo
marmorata (Unwin, 2005; codi PDB: 2BG9), ha permes determinar a nivell molecular el
lloc d’unié del nAChR. Recentment la cristal-litzacié de receptors lligats a canals ionics
procariotes com el de Erwinia chrysanthemi (Hilf i Dutzler, 2008; codi PDB: 2VLO) i la
conformacio oberta del canal de Gloeobacter violaceus (Bocquet i col., 2009; codi PDB:

3EAM) ha permes coneixer més detalladament |'estructura del receptor.
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Entrada de ions

El porus del canal constitueix el filtre de seleccié d’entrada dels ions a través del
canal. l'activacid del nAChR implica una reorganitzacié estructural que modifica la
conformacié d’aquesta comporta provocant I'obertura del porus i la conseqlient
entrada de ions, monovalents com Na*iK' o divalents com Ca**. A la vegada modifica
I'estructura de llocs d’unié per a possibles efectors al-lostérics. La reorganitzacié
estructural vé donada per la rotacié de 152 dels segments B1-B2 units per un pont
disulfur en el segment transmembrana TM2 de les subunitats a i I'obertura dels bucles
d’aquests segment que permeten I'eixamplament del canal ionic i I'entrada d’ions

(Miyazawa i col, 2003).

Canal obert

Canal tancat

ACh | ACh

Model d’obertura del receptor nicotinic. L’Acetilcolina indueix la rotacié de les helix del segment M2
disposant-les en una configuracié permeable als ions. Les helix es poden moure ja que estan unides
mitjancant bucles flexibles que contenen residus de glicina. Alhora, el pont disulfur del domini

extracel-lular també esta implicat (Miyazawa i col., 2003).
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Estats del nAChR

El nAChR és un receptor oligomeric i al-lostéric, és a dir, conté diversos lloc
d’unié per a agonistes, per antagonistes no competitius i una comporta que es
modifica a conseqliencia de canvis en 'estructura quaternaria de la proteina. Una
teoria que descriu el seu comportament és el model Monod-Wyman-Changeux (MWC)
o Teoria de la regulacié al-lostérica (Monod i col. 1965), en la qual es descriuen 3 estats
dels receptors lligats a un canal ionic (LGICs) on s’inclou el receptor nicotinic: repos R

(canal tancat), actiu A (canal obert) i desensibilitzat D (canal tancat).

R < = A
D
Desensibilitzat (D)
e ~_ A
Tancat (R) Obert (A)

Model dels tres estats dels receptors lligats a un canal ionic (LGIC) segons Monod-Changeux-Wyman

1965: tancat, actiu (obert) i desensibilitzat (tancat) (Araud i col., 2010).

Recentment Changeux va refinar el model (Changeux i col. 2005) descrivint una
série de estats inactius intermitjos del receptor els quals expliquen la variable
eficiencia entre molécules. La unid d’agonistes afavoreix |'estat actiu del receptor,
mentre que la unid de antagonistes competitius estabilitza I'estat desensibilitzat. Els
agonistes parcials mostren una baixa eficiencia en I'obertura del canal mentre que els
moduladors al-lostérics s’uneixen en llocs diferents de I'agonista influenciant la

transicié entre els diferents estats del receptor.
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Representacio esquematica de les corbes concentracié-resposta que il-lustren I'efecte d’un lligand dels

LGICs en presencia d’'un modulador al-lostéric positiu o negatiu (Araud i col., 2010).

Existeixen diverses hipotesis sobre el nombre d’estats funcionals del nAChR. Per
una banda, hi ha autors que descriuen 4 estats funcionals dels nAChR (Yamodo i col.
2010) mitjangant I'observacié de diferéncies en el lumen del canal. Descriuen la Teoria
de les 2 comportes demostrant que hi ha 2 comportes diferents que duen a terme la
transicié a receptor actiu i a receptor desensibilitzat. Els estats del receptor sén: en
repos (comporta d’activacio tancada-comporta de desensibilitzacié oberta), actiu (les 2
comportes obertes), desensibil-litzacié rapida (comporta d’activacié oberta-comporta
de desensibilitzacié tancada) i desensibil-litzacio lenta (les 2 comportes tancades). El
receptor en repos és l'estat més estable en abséncia de I'agonista, i I'estat de
desensibilitzacio lenta és I'estat més estable en preséncia de I'agonista.

Per altra banda, hi ha autors que defensen la idea que només hi ha un estat de
desensibilitzacié i que la diferéncia entre desensibilitzacié lenta i rapida ve donada per

el nombre de subunitats desensibilitzades (Prince i Sine, 1999).

Implicacid dels nAChR en les vies de transduccié de senyal neuronals

Mitjancant teécniques d’immunoprecipitacié i immunopurificacid s’han
identificat quines subunitats nicotiniques es troben en les diferents zones del cervell
de rata i ratoli. La majoria dels nAChR es troben a nivell presinaptic modulant
I'alliberacié de neurotransmissors, encara que també es poden trobar a nivell

postsinaptic en el sistema somadendritic.
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Els subtipus de nAChR més abundants en el sistema nervids mamifer sén el
nNAChR homomeéric a7 i els nAChR heteromérics que solament contenen un subtipus de
subunitat a i un de B. El nAChR a4B2 representa un 90% dels receptors d’alta afinitat
en el cervell a diferencia del nAChR a3B4 que predomina en la medul-la adrenal i els
ganglis del sistema nervids autonom, aixi com en nuclis de neurones de la habénula
medial, el nucli interpeduncular, la medul-la dorsal, la glandula pineal i la retina, encara
gue en aquests casos el nAChR a3p4 es troba associat a d’altres subunitats (Gotti i col.,
2009).

Els nAChR es troben en diferents vies del sistema nervids com soén la via
mesoestriatal dopaminérgica i la via habenulo-interpeduncular. La via mesoestriatal

dopamineérgica esta subdividida en dos components principals:

1- La via ventral mesolimbica amb cossos cel-lulars en I'area ventral tegmental
(VTA) i terminals en el nucli accumbens (nAc) i el tubercle olfactori (TO).
2- La via dorsal nigroestriatal amb cossos cel-lulars en la substancia negra (SN)

i terminals en el caudat-putamen (Cpu).

Els nAChR que es troben en les neurones dopaminérgiques de la via
mesoestriatal dopaminergica tenen un paper important en el control de la locomocié i
el desenvolupament de adaptacions a llarg pla¢ associades al consum de nicotina.
Estudis de comportament amb ratolins amb delecié genetica de la subunitat B2 han
demostrat que els nAChR localitzats en les neurones dopaminergiques de la VTA sén
necessaris pels efectes de recompensa induits per la nicotina, ja que l'activacié
d’aquests en la VTA provoca una alliberacié de dopamina en el nAc.

En la via habénulo-interpeduncular (Bh-IPn) s’expressen majoritariament les
subunitats B2, a4 i a6. L’'Habénula és una estructura que rep senyals provinents del
sistema limbic i comunica amb el nucli interpeduncular (IPn) mitjancant el fascicle
retroflex. Aquesta via esta implicada en el processos de recompensa, aprenentatge i
memoria, estrés, son i ingesta. En I’habéenula es troben els nAChR a4B2 i a3B2, i en el
nucli interpeduncular a2pf2, a4B2 i a3B2, perd també hi trobem, en alguns casos, la

subunitat B3 associada.
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Experiments en sinaptosomes d’habenula han demostrat que solament els
receptors que contenen la subunitat B2 sén funcionals a nivell presinaptic mediant
I'alliberacié de neurotransmissors dels terminals dopaminergics, gabaérgics i
noradrenérgics que es troben en el nucli interpeduncular.

Els receptors nicotinics a7 es troben en gran nombre en I'escor¢a, hipocamp i el
sistema limbic de la regid subcortical, i en uns nivells inferiors, en el talem i els ganglis
basals. Estan situats a nivell presinaptic participant en I'alliberacié de glutamat en
I'hipocamp i la VTA, en lalliberaci6 d’acid excitatori en I'escor¢ca prefrontal,
indirectament en I'alliberament de dopamina de l'estriat a I'escorca prefrontal i
noradrenalina del hipocamp; com també a nivell postsinaptic mediant I'entrada de

calci al citosol activant processos de transduccié de senyal calci dependents.

Hipocamp Habénula medial
Escorga adp2, ada5p2, adp2, a3pd,
adfi?, adabp?, af o3pd, af a3p3pd, af

Bulb olfactori

adpl, of

Glandula pineal

af, a3p4

Cerebel

adp2, aifd,
af, u3pl

Estriat ) 3 Q Q Medul 4a espinal
114[32, 0'.4115]32, 1 5 . . Ct452 '13132
a6f2P3, abudp2p3 =T ~ 'n 5 ’ ’
p2p3, p2p Talem Lﬂ—/\“i-h._‘_‘ — ol
Amigdala adp2 Mucli del rafe
adfp2, al Hipotalem adp2
adp, af Locus coeruleus
Substancia negra i — | Mucii a3pd, asp2p3
Area ventral tegmental Interpeduncular
adp2, adatpl, aipd, adp2, a2p2,
a6P2p3, of a3p3pd, of

Esquema de la distribucid dels diferents subtipus de nAChR en el cervell muri. (Gotti i col., 2006)

Expressio i regulacié dels nAChR

Cada subunitat nicotinica és sintetitzada per polisomes localitzats en la
membrana i glicosilat amb manosa. En el reticle endoplasmatic, les subunitats sén

ensamblades en forma receptors pentamérics; els encarregats del correcte
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ensamblament sén les xaperones. Solament els receptors ensamblats correctament
seran transportats del reticle endoplasmatic a I'aparell de Golgi. L'expressié de una
serie de residus hidrofobics en el domini citoplasmatic determina la seleccié dels
receptors (Ren i col.,, 2005). En l'aparell de Golgi, els sucres sén processats
esdevinguent carbohidrats complexes abans d’assolir la membrana. Alhora, es manté
I'equilibri de receptors en la membrana ja que la sintesi és contrarestada per la
internalitzacié dels receptors de la membrana en endosomes o lisosomes i la seva

degradacio (Gaimarrii col., 2007).

Endosoma

‘

lisosoma

Golgi

@+ .\5] *I)T
et 3 J

Esquema de la regulacié dels nAChR en la cél-lula. En el reticle endoplasmatic (RE) les subunitats del

receptor son sintetitzades i ensamblades en receptors pentamérics. Les subunitats que no han estat ben
plegades son degradades pel proteasoma. En I'aparell de Golgi els sucres dels receptors sén processats, i
a continuacid els receptors pentamerics sén transportats a la membrana. En el moment del seu
reciclatge, els receptors de membrana sén internalitzats pels endosomes i processats pels lisosomes

(Corringer i col., 2006).

Regulacié a I’alga dels nAChR

La regulacié a I'alga dels nAChR és I'increment en els lloc d’unié d’alta afinitat
del receptor. L’exposicié cronica dels nAChR a un lligand com la nicotina provoca un
canvi entre dos estats actius del receptor (baixa i alta afinitat). Aquest mecanisme de
regulacié esta implicat en mecanismes adaptatius com és la plasticitat sinaptica. En el

sistema mesolimbic, la regulacid a I'al¢a funcional en el sistema dopamineérgic indueix
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un increment en l'alliberacié de dopamina, el qual podria modular la depressié a llarg
termini (LTD) que és un mecanisme ben conegut de plasticitat sinaptica (Buisson i
Bertrand, 2002).

Mitjangant experiments d’electrofisiologia en ovocits de Xenopus que
expressaven el nAChR a4B2, Coverton i Connolly (1997) van observar que la corba dosi
resposta per aquest subtipus de receptor s’ajustava millor a dos equacions de Hill, el
qgual indicava la existéncia de dues poblacions de receptors del mateix subtipus o
afinitats diferents per una mateixa poblacié. Aquests resultats van ser observats també
per Buisson i Bertrand (2002) en linies cel-lulars de mamifers. Van proposar dos
hipotesis com a mecanismes de regulaci6 a l'alca: la hipotesi de I'equilibri

conformacional i la hipotesi del receptor bloquejat per lligand.

1-Hipotesi de I’equilibri conformacional

Aquest model proposa 2 estats funcionals del receptor, interconvertibles que
tenen afinitats i conductivitats diferents. En abséncia de lligand, la proporcié entre la
poblacié d’alta afinitat i la de baixa afinitat és de 25:75. L'exposicid cronica a una baixa
concentracido de nicotina provoca un increment de la poblacid de receptors d’alta
afinitat pero sempre mantenint constant el nombre total de receptors. Mecanismes
fosforil-lacio-defosforil-lacid estan implicats en aquesta conversid, de la mateixa

manera que succeeix amb els receptors AMPA de glutamat.
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Model de I’hipotesi de I’equilibri comformacional (Imatge: Buisson i Bertrand, 2002).
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2-Hipotesi del receptor bloquejat pel lligand

Aquest model esta bastat en un rapid equilibri entre els receptors que estan en
la membrana extracel-lular, els que es troben en fase d’ensamblament en el reticle
endoplasmatic i Golgi, i els que es degraden en els lisosomes.

L’exposicid cronica al lligand provoca [I'estabilitzacid dels receptors a la
membrana i blogueja en reciclatge i degradacié en els lisosomes. En aquesta hipotesi
la poblacid de receptor incrementa i les noves subunitats que arriben a la membrana

cel-lular provinent d’una subpoblacid intracel-lular tenen la conformacié d’alta afinitat.

e
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|l alta afinitat, conductancia elevada, nAChR (increment)
1l Baixa afinitat, conductancia baixa, nAChR [sense canvis)

Model de I’ hipotesi del receptor bloquejat pel lligand (Imatge: Buisson i Bertrand, 2002).

Implicacié dels nAChR en malalties neurodegeneratives

L’alteracié dels nAChR neuronals ha estat observada en moltes malalties
neurodegeneratives. En diferents tipus de demeéncia s’observa una disminucié en els
llocs d’unié d’alta afinitat de la nicotina en les neurones de la regié cortical-
hipocampal.

Maskos i col. (2005) observen que animals knockouts B2 tenen déficits de
comportament i perdua neuronal més greus com a resposta a dany excitotoxic induit
en I’ hipocamp respecte als animals que contenen aquesta subunitat; a més tenen
bloquejat I'aprenentatge i remodelacié de I’ hipocamp induits per un entorn ric en
estimuls. Per tant, es demostra, que I'absencia de nAChR potencia la neurotoxicitat, el
gual suporta la idea que la perdua de nAChR contribueix a la patogénesi de molts tipus
de neurodegeneracié com en el cas de I’Alzheimer (AD), Parkinson (PD) i la malaltia de

Lewy.
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Receptors nicotinics i excitotoxicitat per amfetamines

Recentment, s’ha implicat el receptor nicotinic a7 en la excitotoxicitat induida
per METH en les neurones dopaminérgiques de l|'estriat (Escubedo i col., 2005;
Northrop i col., 2010). La METH provoca dany tan en neurones dopaminérgiques com
en serotoninérgiques, pero en el cas de les dopaminergiques el grup de Yamamoto
(Northrop i col.,, 2010) descriu que l'alliberacié de glutamat responsable de la
neurotoxicitat de la METH es dona a través de I'activacié dels nAChR a7 aixi com
també esta descrita la implicacié del nAChR a7 en l'alliberacié de glutamat en el cortex
prefrontal per colina i nicotina (Konradsson-Geuken i col., 2009). Pero el receptor
NAChR a7 no esta implicat en la hipertérmia induida per METH. La implicacié del
NAChR a7 esta demostrada ja que el bloqueig per metillicaconitina (MLA), antagonista
especific a7, provoca una disminucié dels marcadors de dany dopamineérgic. Treballs
del nostre grup (Chipana i col., 2006) demostren que I’"MLA no protegeix de la toxicitat
serotoninergica. Yamamoto explica que el fet que el nAChR a7 no estigui implicat en la
toxicitat per METH sobre els terminals serotoninérgics es dona perqué la METH actua
mitjancant altres mecanismes de neurotoxicitat diferents de I'alliberacié de glutamat
com sén la inflamacié mitjancant I’activacié de microglia, la disfuncié mitocondrial o la

hipertérmia.
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5. LES CEL-LULES PC12

La linia cel-lular denominada PC12 és una linia cel-lular que respon
reversiblement al factor de creixement neuronal (NGF), ha estat establerta a partir
d’un feocromocitoma de medul-la suprarenal de rata. Després d’uns dies d’exposicio a
I’'NGF, les cél-lules PC12 detenen el seu creixement i comencen a extendre les neurites,
procés similar a els cultius primaris de neurones simpatiques. Sintetitzen i
emmagatzemen catecolamines com la dopamina i la noradrenalina.

L’homogeneitat i la quasi bé diploidia (40 cromosomes: 38 autosomes i el parell
de cromosomes sexuals) del nombre de cromosomes ens suggereix que aquesta linia
cel-lular podra ser mantinguda genotipicament i fenotipicament estable durant moltes

generacions “in vitro”.

Creixement i resposta a ’'NGF

Les cel-lules PC12 es mantenen en un medi de manteniment adequat, en el qual
la seva morfologia és arrodonida i amb tendéncia a formar petits agregats. Es va
comprovar mitjancant injeccions subcutanies en rates que les cél-lules en aquest estat
mantenen les seves propietats tumorals (Greene i col., 1976).

Les PC12 responen a I’'NGF; en aquest estadi, com les neurones simpatiques, no
s’adhereixen adequadament quan se sembren directament a les plaques de cultiu no
tractades, pero si a les plaques de cultiu col-lagenades. Després de set dies tractades
amb I'NGF, la divisid cel-lular es deté; en el cas de neurones simpatiques en cultiu,
aquest procés esdevé de la mateixa manera, al ser tractades amb I'NGF detenen el seu
creixement. En el moment que detenen el seu creixement comencen a diferenciar-se i
extenen les seves neurites. Aquest procés de diferenciacié induit per I'NGF és
reversible; s’ha observat que la privacio de I'NGF durant 24 hores produeix la
degeneracio de les neurites, que es podran tornar a formar en el moment que es torni
a afegir NGF, pero no la dels cossos cel-lulars.

Les cél-lules cromafins suprarenals no necessiten 'NGF per a esdevenir el que

sén, en canvi, les neurones simpatiques necessiten tant “in vivo” com “in vitro” I’'NGF
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(Levi-Montalcini i Cohen, 1956) per a la seva supervivéencia. Aquestes dos
consideracions ens porten a |‘origen d’aquestes dos tipus de cel-lules, els quals
provenen d’una cél-lula mare comul en la cresta neural. Es evident que factors
extracel-lulars permeten la diferenciacié per dos vies diferents en aquests dos tipus
cel-lulars. Basant-nos en aquests fets, podriem considerar la cél-lula PC12 com una

cél-lula mare pluripotencial, que pot esdevenir cel-lula cromafi o, mitjangant la

diferenciacié neuronal amb I’'NGF, neurona simpatica.

Cel-lules PC12 de rata en medi de manteniment (A) no diferenciades i (B) diferenciades amb el factor de

creixement neuronal (NGF) (200X, Microscopi d’Epifluorescencia Nikon Eclipse TE200).

Els cossos cel-lulars de les cel-lules PC12, tant tractades com no tractades amb
NGF, contenen uns granuls rodons, ovoides i alguns irregulars, densos i d’unes
dimensions de 40 a 350 nm. En la rata, aquests tipus de granuls han estat descrits en
les cel-lules cromafins suprarrenals (50-350nm), en les cel-lules dels ganglis simpatics
(80-200 nm), i en les neurones simpatiques (90-100 nm). En canvi, en les cel-lules PC12
tractades amb I’'NGF, a part de contenir aquests tipus de granuls descrits, observem
unes petites vesicules rodones, poc denses, de 20-70 nm de diametre. Aquestes
vesicules es troben majoritariament en el terminal de les neurites alternades amb les
vesicules denses. Ha estat comprovat que aquests dos tipus de vesicules alternats es
troben també en les neurones noradrenérgiques (Grillo, 1966; Geffen i Livett, 1971;
Holtzman i col., 1973) i també en les ceél-lules cromafins de la medul-la adrenal (

Coupland, 1965).
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Metabolisme de les catecolamines

La tecnica histoquimica de Falck-Hillarp (Carlsson i col.,1961), utilitzada pels
primers investigadors que treballaven amb la linia PC12, indica que les cél-lules PC12
contenen magatzems de catecolamines. La posterior analisi enzimatica de les cél-lules
indica activitat especifica dels enzims de sintesi com la tirosina hidroxilasa, la dopa
decarboxilasa, i la dopamina B-hidroxilasa, i també d’enzims de degradacié com la
monoamino oxidasa i la catecol-O-metiltransferasa. Tots aquests enzims es trobem en
la mateixa magnitud o similar en les cel-lules de la glandula adrenal.

Les dades presentades per Greene i col. (1976), demostren que les cel-lules
PC12 sintetitzen i emmagatzemen els neurotransmissors noradrenalina i dopamina,
perd no adrenalina; per tant, en aquest aspecte, les PC12 sén similars a les cel-lules
cromafins noradrenergiques de la medul-la adrenal i a les neurones simpatiques. Pero
a diferéncia d’aquests dos tipus cel-lulars, les cel-lules PC12 contenen quantitats més
elevades de dopamina que de noradrenalina; una explicacid per aquest fet podria ser
la baixa taxa de sintesi de noradrenalina limitada pels nivells de dopamina PB-

hidroxilasa.

Dihidro xifenilalanina | Dopamina | | Horepinefrina | Epinefrina

DOFPA HO Ho
HO OH OH H
HH2 HH2 » HH2 = NS
Ho coon » H(}@/Ycoou » HO@/ N2 Ho@f HO “CH3
Tirosina DOFA Dopamina- - Feniletanolamina-
hidroxilasa decarboxilasa hidroxilasa M-t etlransferasa

La linia PC12 com a model d’investigacio

La linia PC12 esdevé doncs, un model per a investigar nombrosos aspectes de
neurobiologia i neuroquimica com poden ser: els mecanismes d’accié de I’'NGF i el seu
paper en el desenvolupament i la diferenciacié de les cel-lules mare neuronals; la
iniciacié i la regulacid del desenvolupament de les neurites; i el metabolisme, tan
I’emmagatzament com la recaptacio, de les catecolamines. Aquesta linia també pot ser

utilitzada per a I’estudi de tractaments de tumors.
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En el nostre treball d’investigacio la linia PC12 és utilitzada per a I'estudi dels
mecanismes d’accié de la metamfetamina i I'MDMA, com a neurotoxines

dopamineérgiques.

Els receptors nicotinics i les cél-lules PC12

La primera indicacié de la preséncia de receptors a7 nicotinics sensibles a I'a-
Bungarotoxina en cél-lules PC12 prové d’estudis realitzats per Chan i Quik (1993) on
s’observa que la toxina bloqueja els efectes de la nicotina sobre el creixement de les
neurites. Posteriors treballs com el de Blumenthal i col. (1997) demostren que la
presencia de ARNm per la subunitat a7 no implica necessariament la preséncia de
receptors funcionals en la membrana, siné que sén necessaries diverses modificacions
post-traduccionals per a que aixo es produeixi. En aquest treball es comparen diferents
soques de PC12 amb diferents graus d’expressié de receptors funcionals. Per tant, és
necessari verificar fins a quin punt arriba I'expressié d’aquests receptors a I'hora
d’afrontar estudis sobre aquests. Alhora, les PC12 diferenciades amb NGF presenten
una major densitat de receptors nicotinics a7 que les no diferenciades (Henderson i
col., 1994). Altres experiments sobre la regulacié de I'expressié dels receptors a7, com
el de Madhok i col. (1995), presenten una regulacié a l'alga d’aquests receptors
després del pretractament amb nicotina. L'assaig d’unié de [*H]nicotina resulta
concentracié dependent i presenta el valor maxim d’expressié dels receptors a una
concentracié de nicotina de 10*M.

Treballs sobre les vies implicades en I'activacié del receptor a7 demostren que
una activacio continuada dels receptors a7 provoca I'entrada massiva de calci i la seva
acumulacié en l'interior de la cel-lula, donant lloc a I'activacié de vies depenents de
calci que provoquen la mort cel-lular; autors com Li i col. (2000) i Ren i col. (2005),
relacionen la mort cel-lular induida per I'’etanol amb aquesta entrada massiva de calci
qgue bloquegen mitjancant |'agonista parcial especific d’a7, 2,4-metoxibenzilide
anabaseina (DMXB) i donant lloc aixi a la neuroproteccio de la cel-lula.

Tot i tractar-se d’un altre tipus cel-lular, encara que molt similar a les PC12, Liu i

col. (2003) demostren en cultius primaris de cel-lules cromafins bovines que la d-
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amfetamina augmenta la concentracié intracel-lular de calci mitjancant un efecte
agonista sobre els receptors nicotinics, possiblement a7.
A més de subunitats a7, dependent de la soca, les cel-lules PC12 poden

expressar altres tipus de subunitats: a3, a4, a5 i B4 (Virginio i col., 2002).

Les cél-lules PC12 i les amfetamines

Alguns dels efectes de les amfetamines sobre les cél-lules PC12 ja han estat
estudiats per diferents grups d’investigacid, els quals coincideixen en que la
degeneracio dels terminals implica la via neuronal dopaminérgica. També coincideixen
amb la producci6 de ROS com a principal conseqiéncia del tractament amb
amfetamines.

Wei i col. (1997) realitzen un treball en cel-lules PC12 amb elevada expressié de
I’enzim MAO-B; les cultiven en preséncia d’NGF i les tracten amb METH (100uM; 4
dies). L'elevada expressié de MAO-B juntament amb I'efecte de la METH ddna lloc a un
augment en la peroxidacio de lipids i la disminucié en el nombre i en la mida de les
neurites. La implicacié de la MAO-B en aquests resultats es demostra revertint els
efectes amb el deprenil, un inhibidor de la MAO-B. Aquestes dades indiquen que el
metabolisme de la dopamina per la MAO-B i la subseglient produccié de ROS sén
elements claus en la degeneracié dels terminals dopaminergics per la METH.

Imam i col. (2002) fan un estudi on avaluen la neurotoxicitat induida per la
METH (100-1000uM) en cultiu de PC12, en abséncia i preséncia d’NGF. L'efecte de
I’'amfetamina s’avalua mitjangcant un marcador, 3-NT (3-nitrotirosina) resultat de la
produccid de peroxinitrit. Respecte els resultats, a les 24 hores, en abséncia d’NGF la
METH no provoca alteracions en la viabilitat cel-lular ni canvis significants en la
produccid de 3-NT; en canvi, en presencia d’'NGF, disminueix la viabilitat cel-lular en un
45% i hi ha variacions dosi-dependents de la produccié de 3-NT.

Estudis previs realitzats pel grup d’investigacié d’Imam i col.(2000, 2001)
demostren que I'addiccié de METH (200uM) en cel-lules PC12, a les 24 hores provoca
I’'augment de ROS i la disminucié de dopamina citoplasmatica. Per a demostrar que
I'efecte neurotoxic de la METH vé donat per la produccié de ROS, s’utilitzen

substancies antioxidants com el seleni, i s’observa que protegeixen la cel-lula de la
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formacié de 3-NT i de la disminucié de dopamina citoplasmatica, per tant, es confirma
gue la neurotoxicitat de la METH ve donada per la produccié de ROS. Els autors
proposen que seria interessant treballar amb aquests antioxidants ja que poden tenir
un potencial terapéutic en el tractament de les addiccions per amfetamines.

Fornai i col. (2004) descriuen I'aparicié d’inclusions en el sistema nigroestriatal i
en PC12 com a resultat del tractament tant amb MDMA (100uM; 4, 12, 24, 72, 168
hores) com amb METH (1uM; 12, 24 ,72 hores). L'evidéncia que aquestes inclusions
son resultat de I'efecte de les amfetamines sobre el sistema dopaminérgic es demostra
amb la inhibicié de I'enzim de sintesis de dopamina, a-MpT (a-metil-p-tirosina) que
atenua la produccié de inclusions. Al tractar les cel-lules amb L-Dopa, es reverteix

I’efecte de la substancia anterior.

6. OVOCITS COM A SISTEMA D’EXPRESSIO DE PROTEINES

El gripau Xenopus laevis és d’origen africa i pertany a la familia Pipidaei la
subfamilia Xenopidae. Es caracteritza per la seva capacitat d’iniciar cicles sexuals a
gualsevol eépoca de I'any presentant una ovulacié asincronica dels ovocits, presentant
diferents estats embrionaris.

La primera observacié que un ARN exogen injectat en ovocits podia traduir-se a
proteina va ser realitzada a principis dels anys 70 per Gurdon i col-laboradors (1971). A
partir de llavors, aquest sistema va ser pioner en I'expressié de receptors i canals ionics
(Gundersen i col., 1983; Miledi i col., 1983) amb tal éxit que actualment és un metode
indispensable per a I'expressio i estudi de receptors, canals i transportadors de
membrana.

Els ovocits tenen 6 estadis embrionaris, qualsevol estadi es pot utilitzar per a
I'expressié de receptors, perd la seva mida determina la metodologia a utilitzar. Els
estadis embrionaris més utilitzats sén els 4, 5 i 6, essencialment per la seva mida, 1.2-
1.5 mm. Lestadi embrionari 6 és facil d’identificar ja que apareix una banda
pigmentada que permet diferenciar els 2 pols del oocit, el pol clar, vegetal amb al

contingut de ARN missatger, i el pol fosc, animal, ple melanosomes i el nucli cel-lular. El
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pol animal té una gran mobilitat lipidica ja que és la zona per on penetra

I’espermatozou.

CO@®

Estats embrionaris dels ovocits de Xenopus laevis.

Avantatges d’utilitzacio dels ovocits

Una de les principals avantatges és la possibilitat d’obtindre una gran quantitat
de cél-lules de cada donant sense la necessitat de sacrificar el gripau a cada operacio.
Un mateix donant pot donar multiples vegades.

El cultiu d’aquestes cél-lules és senzill, sense grans requeriments nutricionals en
el medi, mantenint el oocits sans en medi de cultiu fresc, el qual facilita I'expressié i el
posterior estudi de les proteines que requereixin un periode llarg per a la seva
expressio en membrana. El gran tamany de les cél-lules facilita la injeccié de la
informacié genética (ADN o ARN) que sera transcrita, traduida a proteina i
posteriorment la seva associacié per formar receptors funcionals en la membrana. Es
pot realitzar la coexpressio de diferents subunitats, fet que facilita I'estudi de receptors
heteromerics com a4p2, a3B4, a3B4. Alhora, la gran mida permet la introduccié de 2
electrodes per a I'estudi electrofisiologic de doble electrode.

La preséncia de pocs canals endogens elimina artefactes i simplifica I'analisi.
Perd si que s’ha de considerar el canal de clorur activat per Ca*, ja que I'activacié
d’aquest canal, quan es treballa amb un medi que conté el i6 calci, pot distorsionar els
resultats ja que s’activen els corrents de clor i varia el potencial de membrana. Una de
les estrategies utilitzades per eliminar I'efecte d’aquests Canals és la substitucié del i6
calci per un altre i semblant que pugui passar a través del canal d’estudi, Ba** o el
Sr**. Altres canals presents en els oocits sén els canals de calci i de sodi voltatge

depenents, perd indueixen corrents molt petits que no solen interferir.
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(a) Esquema de I'expressio dels receptors nicotinics de membrana en els ovocits de Xenopus laevis. (b)
Esquema d’un ovocit de Xenopus laevis on s’observen el pol animal i el pol vegetal envoltats per la fina
membrana vitel-lina que alhora és envoltada per la gruixuda capa fol-licular que és alliberada quan els

ovocits son tractats amb col-lagenasa (Bianchi i Driscoll, Llibre Wormbook, 2006)
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1. CULTIU DE CEL-LULES PC 12

Les cél-lules de feocromocitoma de rata (PC12) varen ser una donacié del Dr.
Serratosa (Departament de Neuroquimica, Farmacologia i Toxicologia, CSIC-IDIBAPS,
Barcelona). Aquestes cel-lules es fan créixer dins un incubador a 372C, en atmosfera de
5% de CO2 i 95% d’aire, en plaques de cultiu col-lagenades i en un medi de

manteniment que té la seglient composicio :

Medi de manteniment

Medi DMEM (Dulbecco’s Modified Essential Médium) suplementat amb:
e Glutamina/HEPES: 2mM/10mM.
e Serum de cavall (HS): 10%.
e Serum fetal de bou (FCS): 5%.
e Penicil-lina-Estreptomicina : 25 Ul/ml-25ug/ml
Aguest medi es prepara extemporaniament en un flascd esteril i es conserva a la

nevera fins una setmana.

Manteniment del cultiu

Les cel-lules PC12 es congelen en medi de manteniment amb un 10% de DMSO,
sotmetent-les a una disminucié gradual de la temperatura (gel, 3h a -202C; 18h a -
802C, i resta en nitrogen liquid (N,)). La linia cel-lular es manté congelada en criotubs
dins de N, liquid fins la seva utilitzacié.

En placa, quan les cel-lules arriben a un nivell considerable de confluencia cal
dispersar-les en un volum de medi més gran i a continuacié sembrar en noves plaques;
aquest procediment s’anomena passatge i es realitza setmanalment. Es canvia el medi
de manteniment cada 2 dies.

Ja que s’ha descrit que les cél-lules PC12 sotmeses a molts passatges poden

generar diferents variants que poden presentar caracteristiques diferents, tots els
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experiments d’aquest treball s’han realitzat entre els passatges 12 i 21, entre els quals

no hem detectat diferéencies significatives de comportament o resposta.

Diferenciacio de les cél-lules PC12

Les cél-lules PC12 adquireixen un fenotip neuronal quan sén exposades al
factor de creixement neuronal (NGF; Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY) i un medi
de cultiu adequat. En determinats experiments, en el moment en que les cél-lules en
medi de manteniment arriben a la semiconfluéncia es canvia aquest per medi de
diferenciacié, de manera que en el moment de realitzar I’'experiment totes les cel-lules

estaran completament diferenciades.

Medi de diferenciacié

Medi DMEM suplementat amb:
e HEPES/Glutamina: 10mM/2mM.
e Serum de cavall: 1%.
e Penicil-lina/estreptomicina: 25Ul/ml/25ug/ml.
e NGF: 50 ng/ml.

Cal renovar el medi de diferenciacid a les 48 hores.

Preparacio de I'NGF

L'NGF liofilitzat es ressuspen en 1 ml de DMEM i s’ aliquota en eppendorfs
esteérils i a volums necessaris per a un sol Us, a fi i efecte d’evitar la recongelacid. Les
aliquotes es conserven a -802C fins a un maxim de 2 mesos.

Tots els components dels medis de cultiu procedeixen de GIBCO-BRL Life

Technologies, excepte la glutamina i ’'HEPES que eren de Sigma.
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Col-lagenacio de plaques

Les plaques de cultiu es tapissen amb col-lagen, a una densitat de 2ug

col-lagen/cm? dil-luit en H,0 miliQ i 0.05 M d’acid acétic.

Congelacié-descongelacio

Les cel-lules es mantenen en criovials en una solucié de medi de manteniment i
DMSO, que evita la formacié de cristalls, a una temperatura de -195,8 2C en nitrogen
liquid (N;). En el moment que es vol realitzar un experiment es descongelen les
cel-lules retirant, mitjancant centrifugacié, el medi amb DMSO ja que resulta toxic per
les cél-lules quan es troba en estat liquid. Les cel-lules descongelades es deixen en

placa dins I'incubador a 37 2C durant una setmana.

Comptatge cel-lular en cambra de Neubauer

En determinats experiments és necessari coneixer la concentracié de cel-lules
gue tenim en un pou. En aquests casos s’utilitza la cambra de comptatge de Neubauer.
La cambra de Neubauer és una cambra de comptatge adaptada al microscopi de camp
clar o al de contrast de fase. Es un portaobjectes amb una depressié central en el fons
de la qual marcat amb I’ajuda d’un diamant hi ha una quadricula. Es un quadrat de 3*3
mm, amb una separacié entre 2 linies consecutives de 0.25 mm. L'area de comptatge
té una superficie de 1 mm? (L). La depressi6 central del portaobjectes esta enfonsada
0.1 mm respecte a la superficie, de manera que quan es cobreix amb un cobreobjectes
el volum resultant és de 0.1 mm?>, és a dir, 0.1 pl.

Per tant, contant el nombre de cél-lules (x) en el total de les 4 arees de

comptatge, la concentracid de la suspensié cel-lular és:

10000*(x/4) = Concentracié en la suspensio cel-lular (Cel-lules/ml)
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Esquema de la cambra de Neubauer amb les 4 arees de comptatge (L).
Reactius
El DMEM, els serums de cultiu i I'antibiotic provenen de GIBCO (Invitrogen

Corp. Paisley, U.K.). El col-lagen i el DMSO provenen de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
L’'NGF prové de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY).

2. CULTIU PRIMARI DE CEL-LULES CORTICALS DE RATOLI

El cultius primaris de cel-lules corticals embrionaries de ratoli es van realitzar a
partir I'escorca del cervell d’embrions de ratoli ICR- (CD-1) (Harlan lberica, Barcelona)
en |'estat embrionari E-13-14.

Protocol de preparacio dels cultius

Les cél-lules es mantenen en medi de manteniment complet en plagues amb

poli-L-lisina.
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Preparacio de les plagues

Les plaques de cultiu es tapissen amb poli-L-lisina (10 mg/L en H,O miliQ)

durant 1 hora a 372C. A continuacié s’aspira i es deixa secar a T2 ambient.

Medi de manteniment complet

Medi neurobasal suplementat amb:
e Penicil-lina-Estreptomicina (100Ul /ml-0.1 mg/ml).
e Bicarbonat de sodi (0.04%).
e L-Glutamina (0.5 mM).
e Serum de cavall (10%).

e B-27 (suplement pel creixement i manteniment de la viabilitat cel-lular).

Es sacrifica el ratoli mitjancant dislocacié cervical i s’extreuen els embrions en el
dia 13-14 (Estat embrionari 13-14). Els embrions extrets es mantenen en una placa
amb PBS-glucosa 0.6% a 42°C. La decapitacid i disseccié de I'animal es realitza sota la
lupa on es dura a terme la separacié de I'escorca del cervell. Es important separar amb
molt compte les meninges i no fer malbé I'escorca. A continuacid I'escorga es diposita
en un tub amb tripsina 1x (diluida en PBS-glucosa 0.6% esteril) i es deixa 30 minuts en
el bany a 379C. L'accid de la tripsina es deté afegint el mateix volum de sérum fetal
bovi i mitjancant una pipeta Pasteur es disgrega el teixit. El tractament amb tripsina
facilita la disgregacid mecanica. A continuacié es realitza una centrifugacidé i les
cél-lules obtingudes es ressuspenen en medi complet i es duu a terme el comptatge en
la cambra de comptatge Neubauer. Les plaques es sembren a una densitat de 500.000
cél-lules/ml. Per tal d’inhibir el creixement de la glia, al cap de 24 hores de la sembra
s’afegeix arabinosilcitosina (Ara-C) (6uM). Cada 3-4 dies es fa un canvi de medi

complet.

Reactius
El medi neurobasal i el B-27 prové de Invitrogen (Paisley, U.K.). La poli-L-lisina,

el bicarbonat de sodi i I’Ara-C provenen de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).
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3. TRACTAMENT in vivo

Tractament dels animals per determinar la regulacié a I’al¢a dels nAChR

Per tal de determinar la regulacid a I'alca dels nAChR in vivo es van utilitzar
rates mascle Sprague-Dawley (Harlan Ibérica, Barcelona) de 200-230 gr. Es van
mantenir individualment en gabies grans durant tot el tractament, a 22 + 1 2C sota
cicles de llum/penombra de 12 hores i amb accés lliure al menjar i I'aigua. El
tractament es va dur a terme durant 10 dies, amb grups de 6 animals per tractament,

amb el seglient protocol (veure esquema):

Grup Control: Serum fisiologic 1 ml/Kg per via subcutania (s.c.), 2 vegades al dia durant
10 dies.

Grup Nicotina: Nicotina bitartrat dihidrat 2 mg/Kg per via s.c., 2 vegades al dia amb 7

hores de diferéncia durant 10 dies (Flores i col., 1992).

Grup MDMA: En primer lloc, s.f. per via s.c. 2 vegades al dia del dia 1 al 6. Del dia 7 al
10, 20 mg/Kg d’'MDMA per via s.c.,, 2 vegades al dia amb un interval de 7 hores
(O’Callaghan i Miller, 1994).

Grup NIC+MDMA: Es va tractar amb nicotina durant els 10 dies de la mateixa manera

que el grup nicotina, i els ultims 4 dies es va tractar també amb MDMA amb la mateixa

dosi que el grup MDMA 15 minuts abans de la nicotina i en un lloc de puncié diferent.

El pes de les rates es va mesurar els dies 1, 4, 6 i 11, i es va calcular el
percentatge d’increment durant el tractament. El dia 11 es van sacrificar les rates
mitjancant decapitacio després d’haver anestesiat els animals amb isoflura. El protocol
de manipulacié dels animals estd aprovat pel Comité Etic de la Universitat de
Barcelona supervisat i el Govern de Catalunya d’acord amb les recomanacions del
Consell de la Comunitat Europea (86/609/ECC). Els cervells es van extreure rapidament
del crani i es van disseccionar en una superficie refrigerada. Es van extreure I’

hipocamp, I'estriat, I'escorca prefrontal i parietal, el cerebel i una seccié coronal que

58



contenia els col-licles superiors i el mesencefal adjacent, i a continuacié es van

congelar immediatament en neu carbonica i guardats a -802C fins a la seva utilitzacid.

Esquema d’una seccid sagital de cervell muri. Les linies indiquen la seccid coronal que permet la

separacio dels col-licles i el mesencéfal adjacent. (Gene expression nervous system atlas).

g ! _ Bulb olfactori
Escorca
Mucli septal

_ Cos callos

| _— Cos estriat

Tilem
~ {Zona dorsal)

- Cos geniculat

Superior
!_ (anterior) -
Col-licles B
Inferior Peduncle
. - superior del
sterior) — -~
(po } - cerebel
— Migans ——
Peduncles del .
cerebel — — Area vestbular

— Inferior

Representacié de la vista dorsal d’un cervell muri.
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Esquema protocol tractament:

Pes

Pes Pes Pes
|Dia ] 2 a 5 6 8 9 0] 11
| | | | | | T |
. _I I I I I I I I I 1
Inici | Fi Sacrifici
Tractament: | Tractament
Grup Control:
Sali Img/Kg (x2) | Idem
Grup NIC:
Nicotina 2mg/kg - - Idem
(x2 diferéncia de 7h) Grup MDMA:
20mg/Kg MDMA
p : Lo
Grup MDMA (x2 diferéncia 7h) Idem

Sali 1mg/Kg (x2)

Grup NIC+MDMA:

Grup NIC+MDMA: > PreMDMA 20mg/Kg . Idem
Nicotina 2mg/Kg Nicotina 2mg/Kg
(x2 diferénciade 7h) (x2 diferéncia 7h)

Tractament dels animals amb delecié del nAChR a7 (Knockout a7)

Per tal de determinar la neurotoxicitat de I'MDMA associada als receptors
nicotinics a7 in vivo, es van utilitzar ratolins mascles C57-BL6, amb delecié d’aquest
receptor. Aquests ratolins, d’'uns 4 mesos d’edat, van ser donacié del Dr. Luis Gandia
(Departament de Farmacologia, Facultat de Medicina, Universitat Autonoma de
Madrid). Per tal d’establir una comparacid, es van utilitzar ratolins salvatges (wild-type)
de I'espécie C57-BL6 (Harlan Ibérica, Barcelona) mascles i femelles d’edats similars. El
pes dels ratolins era de 20 a 30 kg. El protocol de manipulacié dels animals esta
aprovat pel Comité Etic de la Universitat de Barcelona supervisat i el Govern de
Catalunya d’acord amb les recomanacions del Consell de la Comunitat Europea
(86/609/ECC).

Els animals es van mantenir en gabies de 5 ratolins, a 24 + 1 2C sota cicles de
llum/penombra de 12 hores i amb accés lliure al menjar i a aigua. El tractament es va
dur a terme el mateix dia, amb grups de 5 animals per tractament. Es va administrar
serum fisiologic (Controls) o MDMA 25 mg/Kg, 3 cops amb 3 hores de diferéncia, en un

volum d’administracié de 5 ml/Kg.
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Al cap d’1 hora després de la segona dosi es va mesurar la temperatura rectal
amb una sonda acoblada a un termometre digital.

Als 7 dies es van sacrificar els ratolins mitjancant dislocacié cervical. Els cervells
es van extreure rapidament del crani i es van disseccionar sobre una superficie
refrigerada. Es van extreure I’ hipocamp, I'estriat i I'escorga, i a continuacié es van

congelar immediatament en neu carbonica i guardats a -802C fins a la seva utilitzacio.

Processat del teixit

Els teixits es van descongelar i homogeneitzar amb un Polytron a 42C en 10
vegades el seu volum d’un tampd que contenia 5 mM de Tris-HCl, 320 mM de sacarosa
i inhibidors de proteases (Aprotinina 4 pg/ul, 0.1 mM PMSF i 1 M d’ortovanadat sodic)
a pH 7.4. Els homogenats es van centrifugar a 15000 x g durant 30 min a 49C. Els
pellets obtinguts es van ressuspendre en tampd, es van incubar a 372C durant 10 min
per tal de degradar els lligands endogens restants, i es van tornar a centrifugar dos
cops més. Els pellets finals es van ressuspendre en tampé Tris-HCI 50 mM i inhibidors i
es van guardar a -802C fins a la seva utilitzacid en assajos de binding o per Western
blot amb els receptors solubilitzats. Per tal de coneixer la concentracié de proteina
extreta es va determinar mitjangant el reactiu de Bradford (BioRad Protein Reagent)

seguint les instruccions dels fabricant.

4. OBTENCIO DELS SUBSTRATS PER ALS DIFERENTS ASSAIGS

Preparacié de membranes de cél-lules PC12

S’utilitzen plaques de 10 cm de diametre, amb cel-lules PC12 no diferenciades o
diferenciades durant 4 dies a semiconfluéncia. Al moment de I'experiment, es retira el
medi i les cél-lules de cada placa es desenganxen per pipeteig en 3 ml de tampd Tris-
HCl 50 mM en fred, amb els inhibidors de proteases: PMSF 0.1 mM i Aprotinina 4.5

ug/ul. Les cél-lules es recullen en un tub conic i es recuperen, prévia centrifugacio (4
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min a 1000 rpm) en 4 ml de tampd. Es decanta el sobrenedant i el pellet es resuspén
en 5 ml de Tris-HCl i es tritura al Polytron durant 10 sg. Es reparteix en tubs de
centrifuga i es torna a centrifugar, 20 min a 13000 x g. Es decanta el sobrenedant dels
tubs i s’hi afegeix 2.5 ml de Tris-HCI. Es torna a centrifugar igual que abans. Es decanta
el sobrenedant i es resuspen amb Tris-HC| segons el pellet. Es pot guardar en

eppendorfs a -809C.

Preparacio crua de cervell

S’utilitzen ratolins adults C57-BL6 d’'un pes entre 20-30 g o rates Sprague-
Dawley d’entre 250-350 g. El protocol de manipulacié dels animals esta aprovat pel
Comite Etic de la Universitat de Barcelona supervisat i el Govern de Catalunya d’acord
amb les recomanacions del Consell de la Comunitat Europea (86/609/ECC).

El ratolins se sacrifiquen per dislocacid cervical, es decapiten i s’obté el cervell.
En rates la decapitacid es fa prévia anestesia amb isoflura. El cerebel es retira i la resta
del cervell es guarda a -802C fins la seva utilitzacié. En el moment del processat, el
cervell es manté a 42C en gel i 10 vegades el seu volum d’un tampé que conté Tris-HCI
5 mM, sacarosa 320 mM i els inhibidors de proteases: PMSF 0.1mM, Aprotinina 4.5
ug/ul i ortovanadat sodic 1ImM, a pH 7.4. A continuacié s’Thomogeneitza utilitzant un
homogeneitzador Polytron, es reparteix en tubs i se centrifuga a 42C durant 30 minuts
a 15000 x g. Es descarta el sobrenedant i el pellet es resuspen amb tampd i es deixa
durant 10 min a 372C per tal d’eliminar els neurotransmissors endogens. El procés de
centrifugacié es repeteix dos vegades més. El pellet final conté les membranes
cel-lulars i es resuspen en tampd Tris-HCI 50 mM i inhibidors de proteases. Es pot

guardar en eppendorfs a -809C fins la seva utilitzacid.

Solubilitzacio de receptors

Per tal d’obtenir els extractes totals de cél-lules PC12, després del tractament
de les cél-lules al temps indicat, es desenganxen de la placa mitjangant pipeteig amb 3
ml de tampé fosfat sali (PBS), es recol-lecta en un tub i es centrifuga a 1000 x g. El

pellet obtingut es resuspen en tampé de lisi (20 mM Tris-HCI pH 8, 137 mM NacCl, 2
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mM EDTA i 1% d’Igepal P-40) i s’incuba durant 2 h a 4 2C amb rotacid i agitacio suau
per tal de solubilitzar la proteina. A continuacié es centrifuga la mostra a 15000 x g
durant 30 min a 42C; els sobrenedants obtinguts contenen les proteines solubilitzades,

es determina la concentracid proteica i s’emmagatzema a -802C.

Extraccio citoplasma-nucli-mitocondri

Per a la determinacio de I'activacié de determinades proteines és necessaria la
separacio dels diferents compartiments cel-lulars: mitocondri, nucli i citoplasma.

S’utilitzen cultius de cél-lules PC12 en plaques de 10 cm de diametre en
semiconfluéncia tractades amb els composts d’interés. En primer lloc es desenganxen
les cél-lules, es centrifuguen per retirar el medi i es ressuspenen en el tampd A isotonic
gue conté: Hepes-NaOH 10 mM; MgCl, 1.5 mM; KCl 10 mM; EDTA 1 mM; inhibidors de
proteases (DTT, PMSF i aprotinina) i Igepal P-40 0.05% que permet la ruptura de la
membrana cel-lular. Es deixa 10 minuts en gel i a continuacié s’homogeneitza la
mostra per assegurar la ruptura de la membrana cel-lular. Un cop homogeneitzada la
mostra es centrifuga 5 minuts a 500 x g la qual cosa permetra la precipitacio dels nuclis
i les membranes cel-lulars. El sobrenedant es torna a centrifugar a 10000 x g durant 30
minuts a 42C, per una banda, en el sobrenedant s’obté el citosol i en el pellet els
mitocondris.

Per altra banda, la fraccié de nucli i membranes es resuspén en tampd B
hipertonic: Hepes-NaOH 20 mM; Glicerol 25%; NaCl 420 mM; MgCl, 1.5 mM; EDTA 0.2
mM) i es deixa 20 minuts en gel per a que es trenqui la membrana nuclear i s’alliberi el
contingut nuclear. A continuacio es centrifuga la mostra a 24000 x g durant 20 minuts;

el sobrenedant obtingut contindra la fraccié de contingut nuclear que ens interessa.
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5. DETERMINACIO DE LA CONCENTRACIO PROTEICA PEL

METODE DE BRADFORD

Aquesta teécnica s'utilitza per a determinar la concentracid proteica,
extrapolable al nombre de cél-lules amb les que s’esta treballant. Consisteix en una
reaccio colorimetrica amb el colorant BioRad protein reagent (Bio-Rad Labs. Inc.,
Hercules, CA, USA), el qual s'uneix a la proteina al cap de 2 minuts. El complex
colorant-proteina provoca un canvi en la longitud d’ona de la maxima absorcié del
colorant de 465 nm a 596 nm. Es prepara una recta patré amb albimina de serum bovi
(BSA) a concentracions que van de 1 a 5 pg/pou, i a partir de la mitjana de
I’'absorbancia d’aquestes mostres es pot construir una recta de regressio a partir de la
qual, interpolant-hi les absorbancies de les mostres problema, podem obtenir el valor
de la concentracid proteica de cada una d’elles. L'absorbancia es llegeix en un aparell
de lector de microplaques Benchmarck Plus™ (Bio-Rad labs., Hercules, CA, USA) a 595

nm.

6. ASSAIGS DE FIXACIO DE RADIOLLIGANDS

Els assaigs de fixacié de radiolligands es basen en la interaccié entre un

radiolligand (RL) i un receptor (R):

RL+L ¢ [RL-L]

La radiacio B emesa pel radiolligand unit al receptor és detectada per un

detector de radioactivitat.
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DETECTOR

2

€«—Receptor(R)

Radiolligand (RL)

L’assaig d’unié de radiolligands permet determinar I'existéncia de determinats
receptors, I'afinitat d’'un compost pels receptors (Kp, Ki) i altres caracteristiques
intrinseques del receptor.

Segons |'objectiu a determinar s’han utilitzat 3 tipus diferents d’assajos de

fixacid de radiolligand:

Fixaci6 a concentracié fixa: S'utilitza una sola concentracid6 de radiolligand,

normalment saturant, per detectar i quantificar un receptor concret. En aquest treball,
I’existéncia de receptors nicotinics en cel-lules PC12 permet comparar la densitat de

receptors després de determinats tractaments.

Competicid: S'utilitza una concentracié de radiolligand fixa en preséncia de diferents
concentracions de compost competidor. Obtindrem la constant d’inhibicié 1Csg i

aplicant la equacié de Cheng i Prussof obtindrem la K; del farmac.

Saturacid: S’utilitzen concentracions creixents de radiolligand fins saturar el receptor.
Mitjancant la representacié d’Scatchard (Scatchard, 1976) obtindrem [I’afinitat del

radiolligand pel receptor (Kp) i la densitat de receptors (Bmax).

Els assajos de fixacié de radiolligands es van dur a terme “in situ” en cultius en

placa de cel-lules PC12, en preparacions de membranes de cel-lules PC12, en

preparacions crues de cervell de ratoli i d’escorca o hipocamp de rata.
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Fixacié de I'[>H]MLA, [*H]EB, [*H]Paroxetina i [*H]WIN35428

La [*H]Metillicaconitina (MLA) és un radiolligand que s’utilitza per marcar
especificament els receptors nicotinics a7 (Davies i col., 1999).

Per aquest experiment s’utilitzaren plaques de 24 pous sembrades amb
cel-lules PC12 i preparacions crues de cervell. En el cas de realitzar I'assaig de fixaciod in
situ en placa sembrada de 24 pous, es retira el medi de cada pou, es fan 2 rentats amb
1 ml de PBS i la reaccié s’inicia quan s’afegeix a cada pou 0.5 ml de medi de
diferenciacié que contenen 3nM de [3H]MLA (60Ci/mmol; American Radiolabeled
Chemicals INC., St.Louis, MO). En el cas de la preparacid crua de cervell, s’afegeix als
tubs 0.25 ml que contenen 500 pg de proteina i la reaccidé de fixacid s’inicia en el
moment de I'adicié del tampd MLA 2x( ja que la proteina esta dissolta només en Tris-
HCl 50 mM) que conté 3nM de [’H]MLA. La incubacié es duu a terme durant 1 hora
passada la qual la reaccié d’unid es fixa posant les plaques o els tubs sobre gel (42). En
el cas de les plaques, immediatament les cél-lules sén desenganxades per pipeteig i
filtrades a través de filtres de fibra de vidre (Whatman Intl. Ltd. Maidstore, U.K.)
préviament tractats amb polietilenimina al 0.5%. El pouet i el filtre sén rentats 4 cops
amb tampd Tris-HCI 50 mM fred i la radioactivitat retinguda al filtre es mesura per
escintil-lacié liquida després de I’'addicié de 7 ml de liquid d’escintil-lacié (Ultima Gold
MV, Perkin Elmer). En el cas de preparacions crues de cervell el tub es renta 4 vegades
amb tampd Tris-HCI fred. La unid inespecifica es determina en pous o tubs que
contenen 1 uM d’MLA no marcada i aquest valor es resta dels totals obtinguts en les
diferents condicions.

En el cas de determinacid de receptors nicotinics heteromerics que contenen la
subunitat B2, utilitzem com a radiolligand la [3H]Epibatidina (EB, 55.5 Ci/mmol; Perkin
Elmer, Boston, MA), a una concentracié final de 1 nM i com a inespecifica 300 uM de
nicotina. El protocol de I'experiment és analeg al descrit per la [PH]MLA, perd incubant
durant 2 hores a 379C en el cas de |'assaig in situ amb PC12 i a 252C en membranes.

Per tal de determinar la densitat de transportadors de serotonina (SERT) en
escorca i en hipocamp de rata indicatiu de la neurodegeneracié dels terminals
serotoninergics per part de I’'MDMA, es va mesurar la unié especifica del radiolligand

[3H]Paroxetina (22.9 Ci/mmol; Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) a una concentracio de
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0.05 nM en preparacié crua d’escorga i hipocamp de rata. La incubacié es va dur a
terme durant 2 h a 252C en un tub que contenia 150 ug de proteina en un volum final
de 1.6 ml de tampd Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) amb NaCl 120 mM i KCI 5 mM. Com a unié
inespecifica es va utilitzar Clomipramina 100 pM.

Per tal de determinar la densitat de transportadors de dopamina (DAT) en
estriat de ratoli, es va mesurar la uni6 especifica del radiolligand [°’H]JWIN35428 (76
Ci/mmol, Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) a una concentraci6 de 5 nM en una
preparacio crua d’estriat de ratoli. La incubacid es va dur a terme durant 2 h en gel 42C
en un tub que contenia 50 ug de proteina en un volum final de 0.25 ml de tampd
PBS/Sacarosa pH 7.9. Com a unié inespecifica es va utilitzar Bupropié 10 mM. Cada
experiment es va realitzar un minim de 2 vegades amb resultats similars, realitzant-se

en cadascun cada condicié per triplicat.

Tampo Tris-HClI 50mM (pH 7.4)

Es prepara a partir del tampé Tris-Cl 1M que conté Tris base dissolt en H,0

MilliQ i s’ajusta el pH a 7.4 amb HCI. Es conserva a 49C.

Tampd MLA 2X

Aquest tampo conté NaCl 240 mM, KCI 10 mM, CaCl, 4 mM, MgSO4 2mM i BSA

0.2% i es dissolen en Tris-HCI 50 mM. Es conserva a 4°C.

Tampd Paroxetina

Es tracta d’'un tampd Tris-HCI 50 mM que conté NaCl 120 mM i KCI 5mM. Es

conserva a 4°C.

PBS/Sacarosa pH 7.9

Es tracta d’'un tampd fosfat que conté Fosfat sddic monobasic 7mM, fosfat
sodic dibasic 93.2 mM i sacarosa 320 mM. Els fosfats es mantenen a 42C, pero la

preparacio del tampd amb la sacarosa és extemporania.
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Saturaci6 de I'[*H]MLA i [*H]EB

La reaccid de saturacié es duu a terme en tubs de vidre que contenen 0,25 ml
de proteina (que contenen o 50ug de suspensid cel-lular PC12 o 200 ug d’extracte de
membranes cerebrals), 50 pl de radiolligand a concentracions creixents i 200 ul de
tampd. La reaccié de saturacio s’inicia per I'addicié dels 250 ul de suspensid cel-lular i
els tubs s’'incuben amb gel a 4 °C durant 2,30h per I'[’H]MLA i a 25 °C durant 2 hores
per I' [°H]EB. La uni6 inespecifica es determina en preséncia d’1 pM d’MLA no marcada
per 'MLA i de 300uM de nicotina no marcada per I'EB en les mateixes condicions
descrites i es resta de la unid total en cadascuna de les condicions. Finalitzada la
incubacid, el radiolligand unit se separa del lliure mitjancant filtracié utilitzant filtres de
fibra de vidre. Els filtres s’introdueixen en vials d’escintil-lacié i s’afegeix 7 ml de liquid
Ultima Gold MV (Perkin Elmer, Boston, MA, US), quantificant-ne la radioactivitat
present en un comptador de centelleig. Tant la Kp com la Bmax es van calcular

mitjancant una regressio no lineal amb el programa EBDA (Biosoft).

Competicié de '[’H]MLA i [*H]EB

En aquest assaig, préviament s’obtenen les membranes de cel-lules PC12 o la
preparacid crua de cervell de ratoli (menys cerebel). L'assaig és analeg a I'assaig de
fixacié, és a dir, s’utilitzen concentracions creixents del compost a estudiar que
competiran pel mateix lloc d’'unié amb una concentracié de radiolligand. En el cas de la
competicié amb [H}]MLA la incubacié es desenvolupa a 4C durant 2.5 hores.

Havent obtingut la Kp de I’assaig de saturacid, mitjancant aquest assaig podem

obtenir la K; del farmac aplicant I'’equacié de Cheng i Prussof (1973):

1Cso
Ki=
1+RL/Kp

on RL és la concentracid total de radiolligand, Kp és la constant de dissociacié del

radiolligand. Els valors de la Kp per les PC12 varen ser els obtinguts en els nostres
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experiments (0.5 nM i 0.12 nM, [H}]MLA i [PH]EB respectivament. Els valors de la Kp
per el cervell de rata es van obtenir de la literatura on diferents autors utilitzaven el
mateix protocol; 2.2 nM per [H]MLA (Whiteaker i col., 1999) i 18 pM per [*H]EB
(Marks i col., 1998).

Analisi de dades

Mitjancant el programa Graphpad Instat (GrapPAD software, San Diego, CA) es
van realitzar diferents tipus de comparacions entre grups. En el cas de comparacions
entre un grup i el seu control es va utilitzar el test de la t-student. La comparacio de les
diferéncies entre les mitjanes dels diferents grups experimentals es va realitzar
mitjangcant un ANOVA d’una via, seguit de comparacions entre grups pel test de Tukey,
considerant-se diferéncies significatives a partir d’un valor de P<0,05.

Les saturacions es van analitzar amb el programa informatic Radlig 6.0 (Biosoft)
gue, mitjancant ajust no lineal a 1 o 2 llocs proporciona els valors de Kp i Bnax per
ambdds radiolligands. Les corbes de competicid es van calcular mitjancant un ajust de
regressido no lineal utilitzant el programa GraphPAD Prism (GrapPAD software, San

Diego, CA).
Reactius

El Tris, els components del tampd MLA i els inhibidors de proteases provenen

de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

7. IMMUNOPRECIPITACIO

La immunoprecipitacio dels receptors a4B2 es va dur a terme mitjancant el
protocol de Turner i Kellar (2005) efectuant algunes modificacions. Per a dur a terme
aquesta técnica es van utilitzar mostres de receptors solubilitzats d’escorga.

La incubacid es va realitzar en tubs eppenderdorfs d’'un volum final de 180 ul

que contenien 300 pg de proteina, [*H]EB 1.5 nM i alhora, o contenien I'anticos

69



d’alguna de les subunitats a detectar o, en el cas de determinar la immunoprecipitacio
inespecifica, el mateix volum de sérum normal de conill en el cas de la subunitat a4 i
IgG normal de rata per la subunitat a4. La incubacié es va realitzar durant tota la nit a
4°C en agitacié suau. A continuacid, s’afegia Proteina A-agarosa o Proteina G Plus-
agarosa per tal de precipitar les subunitats a4 o 2, respectivament. L'agitacié es va
continuar durant 1 hora més. A continuacio es van centrifugar les mostres a 7000 x g
durant 5 minuts i es van retirar els sobrenedant. Als pellets obtinguts se’ls hi va afegir
0.75 ml de Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) i es van tornar a centrifugar per tal de netejar la
mostra. Els pellets immunoprecipitats obtinguts es van dissoldre en 100 pl de NaOH 1
N, es van transferir a vials d’escintil-lacié on es va afegir liquid de centelleig i es va
mesurar la radioactivitat. Els valors de radioactivitat que es van obtenir dels tubs que
contenien Proteina A-agarosa o Proteina G Plus-Agarosa i s’havien incubat amb sérum
es utilitzar com a control de immunoprecipitacié inespecifica.

Paral-lelament es va realitzar mesurar la unié d’[°H]EB en mostres paral-leles
incubades en les mateixes condicions perd en abséncia de anticos i de proteina
agarosa. Després de I’ incubacié durant tota la nit en agitacio, es va filtrar la mostra a
través del filtres Whatman GF-B mitjancant I'aparell de filtracid Filter Harvester (Perkin
Elmer, Boston, MA, US). A continuacio, es va afegir liquid de centelleig en els vials que
contenien els filtres i es va mesurar la radioactivitat. La unié inespecifica es va

determinar en presencia de Nicotina (300 uM).

Reactius

L’Anticos policlonal de conill contra la subunitat a4 prové de Abcam
(Cambridge, UK) i I'anticds monoclonal contra la subunitat f2 (mAb290) és de Sigma-
Aldrich (St.Louis, MO, USA). El serum normal de conill va ser obtingut del servei
d’estabulari de la Facultat de Farmacia (Universitat de Barcelona). Les IgG de rata sén
de Invitrogen Corp. (Carlsbad, CA, USA). La proteina A-agarosa i la proteina G Plus-

Agarosa son de Santa Cruz Biotechnology, Inc.
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8. MESURA DE L'ENTRADA DE CALCI | SODI PER FLUORIMETRIA

Per dur a terme aquest experiment se van utilitzar plaques multipous de parets
fosques de 96 pous (Corning-Costar, Schipjol-Rijk, Netherlands) col-lagenades en les
guals se sembraren les cel-lules PC12, en el cas de calci, i cel-lules corticals de cultius
primaris de ratoli en el cas del sodi, i es va realitzar el comptatge en cambra de
Neubauer per tal de tenir una concentracié de 300.000 cel./ml que representaran
60000 cel./pou normalment el dia abans de I'experiment. Es va retirar el medi de
manteniment i es va afegir tampd Tyrode (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, CaCl, 2.5 mM,
MgCl, 0.86 mM, NaHCO3 12 mM, NaH,P0O4*1H,0, Glucosa 5.5 mM, H20 MilliQ g.s.p.
0.5 I.) que contenia probenecid 2 mM i el fluorocrom dissolt en una solucié de
DMSO/pluronic, a una concentracié de 6 uM, durant 40 minuts. A continuaci6 es va
retirar el medi i es va afegir el medi de desesterificacié que conté tampd Tyrode i
probenecid, i si és necessari, el modul-lador al-losteric a7, PNU120596. La
fluorescéncia emesa per les cél-lules es determina en un espectrofluorimetre Perkin
Elmer-VICTOR3. Durant 10 segons es fa una lectura de la fluorescéncia basal del pou i a
continuacio, mitjancant un dispensador del Victor-3, es dispensa el farmac d’interes i
es fa una lectura de 35 segons, temps en el qual la resposta es fa estable.

El Fluo-4 o el CoroNa Green (Molecular probes; Leiden, Netherlands) sén
fluorocroms indicadors de Ca®" i Na®, respectivament, i es troben en forma
d’acetoximetilester inactiu, el qual és permeable i per tant travessa la membrana
citoplasmatica de les cel-lules. Un cop és captat, es desesterifica per les esterases
intracel-lulars i passa a la forma reactiva amb el Ca®* o el Na*, la qual no és permeable,
perd que pot ser secretada a l|'exterior a través d'un transportador (multidrug
resistance transporter). Per evitar aquesta secrecid, la carrega i I'experiment es van fer
en presencia de probenecid en el medi, que bloqueja aquest transportador.

Per tal de poder normalitzar les dades obtingudes, s’obté de cada pou I'Fmax i
I’Fmin. Aquests dos parametres permeten coneixer la fluorescéncia maxima i minima
(respectivament) emesa per les cél-lules de cada pou en cada lectura. Aixi, els valors de
fluorescéncia (comptes) obtingudes en cada pou s'expressen com a percentatge de

(Fmax - Fmin), que és el rang on es mouran els valors de fluorescencia per cada pou.
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Determinacio d'Fmax i Fmin

Partint del fet, que cada pou ja comporta una certa fluorescéncia degut al Ca**
o Na" intracel-lular de les cél-lules i que existeix una fluorescéncia de fons, es van afegir
reactius com el MnCl, o I' EGTA (en el cas del Fmin), que desplacen o s’uneixen al Ca** i
no permeten que reaccioni amb el Fluo-4. D’aquesta manera es va poder determinar la
fluorescéncia de fons. En el cas dels experiments de Na‘, 'Fmin es va determinar
mitjancant la lectura d’un pou que contenia cél-lules carregades amb el fluorocrom
perd en un medi sense Na’. Per una altra banda, es van afegir reactius com el Trité X-
100 o la ionomicina, que trenquen o provoquen porus en les membranes cel-lulars,
respectivament, permetent que tot el Ca®* disponible en el medi pogués reaccionar
amb el fluorocrom o Gramicidina en el cas del Na*, aixi es van obtenir els valors
d'Fmax.

Els valors normalitzats com a % d'Fmax-Fmin es representen graficament
utilitzant el programa Microsoft Excel o GraphPAD Prism i la resposta neta induida per
un farmac es quantifica en cada pou com la diferéencia entre els valors de fluorescéncia
obtinguts després i abans de I'addicié de I'estimul. Per a cada condicié experimental, el
resultat es presenta com la mitjana * error estandard de 4 pous per experiment,
repetint-se cada experiment un minim de 3 vegades.

La comparacido de les diferencies entre les mitjanes dels diferents grups
experimentals es va realitzar mitjancant un ANOVA d’una via, utilitzant el programa
GraphPAD Instat, seguit de comparacions entre grups pel test de Tukey, considerant-se

diferéncies significatives a partir d’un valor de P<0,05.
Reactius
El pluronic prové de Molecular Probes (Leiden, Netherlands). Els components

del tampd Tyrode, el probenecid, la ionomicina i I'EGTA provenen de Sigma-Aldrich

(St.Louis, MO, USA).
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9. IMMUNODETECCIO DE PROTEINA PER WESTERN BLOT

La técnica de Western blot és una técnica analitica utilitzada per detectar
proteines especifiques en una mostra complexa de proteines. En primer lloc se
separen les proteines mitjangant una electroforesi en gel, aquesta separaci6 es basa en
criteris de pes molecular, hidrofobicitat, estructura. A continuacié les proteines sén
transferides a una membrana de bifluorur de polivinilidée (PVDF) on mitjancant la
incubacié amb anticossos especifics detectarem les proteines d’interes.

Per a realitzar aquesta tecnica es van tractar cél-lules PC12 en plaques de 92
mm i es van utilitzar extractes de nucli, citoplasma o mitocondri per a determinar la
P65 i la GSK-3; extractes totals de cel-lules PC12 per a determinar I'a-espectrina i

receptors solubilitzats per determinar les subunitats a7 i a4.

Electroforesi

En primer lloc es preparen els gels de poliacrilamida, formats per la
copolimeritzacié d’acrilamida i bisacrilamida en el sistema mini Protean 3 de BioRad. El
gel esta format per 2 parts: el gel concentrador, el qual té una concentracié baixa de
polimer i permet que les proteines es disposin en la mateixa posicié de sortida abans
de comencar a separar-se, i el gel de separacid, encarregat de la separacié de les
proteines. La concentracid d’acrilamida-bisacrilamida que s’utilitza depén de la mida
de la proteina. Normalment s’utilitzen gels de separacié amb una concentracié del
10%, pero en alguns casos, quan la proteina té un pes molecular inferior a 20KDa
s’utilitzen gels de separacié del 15%. La reaccid de polimeritzacié no s’inicia fins I'adicio

de TEMED i persulfat d’amoni.

Gel concentrador (stacking) 5%: Per un volum de 5 ml, Acrilamida-

bisacrilamida (40%) 0.625 ml ; Tris-HCI (1M, pH 6.8) 0.625 ml; SDS (10%) 0.05
ml; TEMED 5 ul; Persulfat d’amoni (10%) 25 ul; H,O MilliQ 3.795 ml.
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Gel separador 10%: Per un volum de 7.5 ml, Acrilamida-Bisacrilamida (40%) 1.9

ml; Tris-HCI (1.5 M, pH 8.8) 1.875 ml; SDS (10%) 0.085 ml; TEMED 5 pl; Persulfat
d’amoni (10%) 0.05 ml; H,O MilliQ 3.585 ml.

La mostra que es carrega en el gel té un volum de 30-40 pl que contenen 30-40
ug de proteina i es barreja amb el tampd de mostra (sample buffer) que conté agents

reductors que desnaturalitzen les proteines.

Sample Buffer 4X: SDS (10%) 3.2 ml; Glicerol 1.6 ml; Tris-HCI (pH 6.8) 2 ml; B-

mercaptoetanol (10%) 0.8 ml; Blau bromofenol (0.1%) 0.4 ml.

Abans de carregar les mostres s’escalfen a 95-1002C en bany sec durant 5
minuts per una correcta desnaturalitzacio de les proteines.

La migracid de les proteines es duu a terme en una cubeta que conté un tampé
especific de migracido (Tampd 1X a partir de tampd migracié stock 10X: Tris base 25
mM; Glicina 192 M; SDS 0.1%; gs H,O MilliQ). Es fixa el voltatge constant a 100 V
durant 10 minuts per a que les proteines es disposin en el mateix punt de sortida en el
gel concentrador, i a continuacié es canvien les condicions a intensitat constant de 35

mA per la separacié de les proteines.

Electrotransferéncia

A continuacio les proteines es transfereixen del gel a una membrana de fluorur
de polivinilidé (PVDF; Immobilion-P, Millipore, Billerica, MA, USA). S’utilitza un suport
de sandvitx que permet la fixacié de la posicié del gel en contacte amb la membrana
durant tot el procés de transferéncia. El suport es col-loca dins una cubeta amb un
tampo de transferéncia en fred (Tris base 25 mM; Glicina 192 M; Metanol 10%; gs H,O

MilliQ) durant 2 hores a una intensitat constant de 0.2 A.
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Immunodetecci6

Aquesta etapa consisteix en la incubacié de la membrana amb un anticos
primari especific de la proteina d’interés seguit de la incubaci6 amb un anticos
secundari que es caracteritza per tenir conjugat I'enzim peroxidasa per a la deteccio
guimioluminescent posterior amb el reactiu ECL Western blotting Analysis System
(Immobilion Western, Millipore, Billerica, MA, USA). El revelat i la quantificacié de la
senyal obtinguda es duu a terme mitjancant 'aparell de quantificacié Quantity One
software o mitjancant el revelatge amb film fotografic en cambra fosca.

Previ a I’ incubacié amb I'anticos primari, s’'incuba la membrana durant 1 hora
amb llet de bloqueig (5% llet en pols en TBS-T). A continuacid els protocols utilitzats

per a cada anticos van ser els seglients:

- En el cas de la deteccid de I'a-espectrina es va incubar la membrana durant 2 hores a
temperatura ambient amb I'anticos monoclonal de ratoli anti a-espectrina (MAB1662;
Chemicon, Temecula, USA; dilucié 1:5000 en llet de bloqueig). A continuacié es van fer
3 rentats en TBS-T i es va incubar la membrana durant 45 minuts amb I'anticos
secundari anti-lgG de ratoli conjugat amb la peroxidasa (GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK; dilucié 1:2500 en TBS-T).

- Per la deteccié de la subunitat P65 de I'NFkB es va incubar la membrana tota la nit
(o/n) a 4°C amb I'anticos policlonal de conill p65 (acetyl K310) (ab19870; Abcam,
Cambridge, UK; dilucié 1:1000 en llet de bloqueig). A continuacié es van fer 3 rentats
amb TBS-T i es va incubar la membrana durant 1 hora amb I’anticos secundari anti IgG

de conill(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK; dilucié 1:5000 en TBS-T).

- Per la deteccid de la GSK-3 es va utilitzar I'anticos policlonal de conill Phospho-GSK-3f3
(ser9) (9336; Cell Signaling Technology, Beverly, MA; dilucié 1:1000 en llet de bloqueig)
o/n a 4°C. A continuacid es van fer 3 rentats amb TBS-T i es va incubar la membrana
durant 1 hora amb [l‘anticos secundari anti IgG de conill (GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK; 1:5000 en TBS-T).
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-Per la deteccié del Citocrom C en el citoplasma, es va utilitzar I'anticos policlonal de
conill o/n a 4°C (ab53056; Abcam Cambridge, UK; dilucié 1:1000 en llet de bloqueig).
Es van fer 3 rentats per eliminar I'anticds no unit, i a continuacid es va incubar durant 1
hora amb I"anticds secundari anti IgG de conill (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK;

1:5000 en TBS-T).

- En el cas de les subunitats a4 i a7, es van incubar les membranes durant tota la nit a

4°C amb I'anticos monoclonal de rata per la subunitat a7 (ab23832; Abcam,
Cambridge, UK; dilucié 1:1000) i I'anticos de conill policlonal per la subunitat a4
(ab41172; Abcam, Cambridge, UK; dilucié 1:1000). A continuacié es van fer 3 rentats
en TBS-T i es van incubar les membranes amb I'anticos secundari de cabra anti-IgG de
rata ( Merck Calbiochem, Germany; dilucié 1:5000) per I'a7 i I'anticos secundari d’ase

anti-IgG de conill (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK; dilucié 1:7500) pel a4.

Per tal d’assegurar-se que en cada pou del gel d’electroforesi es va carregar la
mateixa concentracié de proteina es van incubar les membranes amb anticossos
contra alguna proteina estructural cel-lular diferent per cadascuna de les preparacions

utilitzades.

-En el cas de proteina total o receptors solubilitzats de cel-lules PC12 o de rata/ratoli,
es van incubar les membranes durant 1 hora amb I'anticos primari per la_B-actina (A-
5441; Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA, dilucié 1:2500). Es van fer 3 rentats amb TBS-T
i es va utilitzar I'anticos secundari anti-IgG de ratoli (GE Healthcare, Buckinghamshire,

UK; dilucid 1:2500 en TBS-T).

-El control positiu de citoplasma va ser I'enzim gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa

(GAPDH) (MAB374; Chemicon, Temecula, USA, dilucié 1:2000). Es van fer 3 rentats
amb TBS-T i es va incubar amb |’anticos secundari anti-lgG de ratoli (GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK; dilucié 1:5000).

-Com a control positiu de nucli, es va utilitzar I'anticos primari que detectava

inespecificament proteina nuclear neuronal (NeuN) (MAB377; Chemicon, Temecula,
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USA, dilucié 1:1000). A continuacio 3 rentats amb TBS-T, i es va incubar amb I'anticos

secundari anti IgG de ratoli (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK; dilucié 1:5000).

Reactius

Els components dels tampons de migracid, transferencia, TBS-T, i sample buffer

provenen de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

10. ELECTROFISIOLOGIA

Aquesta técnica es va realitzar en col-laboracié amb el laboratori del Dr. Gandia
de I’ Institut Tedfilo Hernando, Departament de Farmacologia i Terapéutica, Facultat

de Medicina de la Universitat Autonoma de Madrid.

Preparacié dels ARNm de les subunitats del receptor nicotinic huma i expressié en

ovocits de Xenopus

Els cADNs de les subunitats a7, a4, i B2 del receptor nicotinics neruronal huma
es van insertar en un vector d’expressio pSP64T. Els detalls del protocol de preparacid
de vectors d’expressio estan descrits per Criado i col. (2005). Després de la linearitzacio
per enzims de restriccid, el ADN es purifica per precipitacié amb etanol i es sintetitza in
vitro el ARNm mitjancant la ARN polimerasa SP6 i el kit mMMESSAGEMMACHINE kit
(Applied Byosistems Hispania, Madrid, Spain). A continuacié es purifica el ARNc
mitjancant la extraccié amb fenol-cloroform i la precipitacié6 amb isopropanol. Es
manté a -80°C.

Com a donants d’ovocits es van utilitzar femelles adultes dels gripaus africans
Xenopus laevis. Els Xenopus s’anestesien col-locant-los durant 30 minuts en una solucié
de 2g/L de tricaina (etil 3-aminobenzoat metanosulfonat). L’extraccié d’ovocits es dur a

terme mitjancant una incisio en I'abdomen.
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Un cop extrets els ovocits, es retira la capa fol-licular mitjancant el tractament
amb col-lagenasa 0.5 mg/ml dissolta en el tampd Barth sense calci (88 mM NaCl, 1 mM
KClI, 0.82 mM MgS0O,, 2.4 mM NaHCOs;, 7.5 mM Tris, buffered to pH 7.4 with HCl) a
temperatura ambient durant 45 minuts. A continuacié s’injecta en els ovocits
defol-liculats 46 nl d’ARNm a una concentracié final de 250 ng/ul i s'incuben durant 3-5
dies en tampd Barth amb calci (88 mM NaCl, 1 mM KCI, 0.82 mM MgSQ,, 2.4 mM
NaHCOs, 7.5 mM Tris, 0.41 mM CaCl,, 0.33 Ca(NOs),; pH 7.4; 10 U/ml penicilina i
10 pg/ml estreptomicina) a 16-18°C. Els ovocits sén examinats als 3-5 dies per a

determinar la funcionalitat dels nAChRs.

Registre dels corrents ionics

Els corrents ionics s’enregistren mitjancant la tecnica de dos electrodes
(Campos-Caro i col., 1997) utilitzant microelectrodes amb resisténcies de borosilicat de
0.2-1 MQ (Sutter Instrument Co., Novato, CA, USA) que contenen KCl 3 M.

El ovocit es disposa en una cambra de volum 0.6 ml que conté una solucid
(mM) amb 82.5 NaCl, 2.5 KClI, 2.5 BaCl,, 1 MgCl,, i 5 HEPES, pH 7.4; s’utilitza bari en lloc
de calci per a minimitzar els corrents a través dels canals de clorur dependents de calci
(Sands, 1993). Els registren es fan a temperatura ambient i els resultats s’analitzen
amb el software de pCLAMP 5.2 Digidata 1200 Interface (Axon Instruments, Union City,
CA, USA). El potencial de membrana es va fixar a -70 mV. Els corrents es van filtrar a
1000 Hz amb un filtre Bessel. Per aplicar els agonistes es va utilitzar una pipeta
activada per la gravetat amb un diametre intern de 1.2 mm i amb la punta propera a
I’equador de I'ovocit. El flux de la solucié que conté els agonistes va ser de 12 ml/min, i
la taxa de perfusié de 7 ml/min. Aquest sistema de perfusié permet un rapid canvi de
solucié i alhora una disposicié heterogénia de la concentracié de farmac dispensat.

Es van fer registres amb els ovocits que no havien estat injectats per a
assegurar que no hi havia resposta de fons. Els resultats es van expressar en forma de

corbes concentracié-resposta utilitzant la mitjana dels corrents obtinguts + SEM.
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Mitjancant el programa Origin (Microcalc Software Inc.) es van extrapolar els
valors de les respostes corresponents a la corba d’inhibicié concentracié depenent a la

seglient equacio dosi-resposta:

Y=A,+[A,-A,]/[1+10M18X )-X1*r]]

on Y representa la resposta que es dona en forma de corrent ionic a una concentracié
determinada d’agonista (X). A, és la concentracié del lligand que produeix la resposta
maxima; A; és la concentracié del lligand que dona lloc a la resposta minima; Xo
correspon a la IC 5o del lligand i p representa el coeficient de Hill.

Les dades de la corba estan expressades com a percentatge de la resposta d’ACh 100
UM. Per a determinar les diferéncies entre grups s’utilitza el test estadistic
ANOVA/Manova i el test de Duncan. El valor de P < 0.05 s’utilitza com a limit de

significacid.

11. COMPOSTOS

La barreja racemica d’MDMA prové del Laboratori de drogues de la delegacié
del Ministeri de Sanitat de Barcelona. Els enantiomers de 'MDMA R(-) i S(+) es van
obtenir del Institut Nacional de Drogues d’abus (NIDA; Bethesda, MD, USA).

La S(+)METH i la R(-) METH provenen de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

L'H-89 és de Calbiochem (LaJolla, CA, USA).

El GF9203X, el 5-1-A-85380 dihidroclorur (5-1-A), el PNU120596, el PNU282987 sén de
Tocris (Avonmouth, UK).

L’Acetilcolina (ACh), la Metillicaconitina (MLA), la dihidro-B-eritroidina (DBE), el
dantrolé (DANT), el nitrendipi (NDP), el 2-aminoetil-fenil-borat (2-APB), el clorur de
cadmi (CdCl,), I'a-Bungaroxina (a-Bgtx), la cicloheximida (CHX), la ciclosporina A (CsA),
la brefeldina A (BFA), la genisteina, la nicotina (NIC), el bupropid i la clomipramina sén

de Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA).
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1. ASSAIGS DE COMPETICIO

Desplagament de '[°’H]MLA per MDMA i METH

Es van realitzar assaigs de competici6 en membranes de ceél-lules PC12
diferenciades. Tant la METH com I'MDMA van desplacar de manera concentracio-
dependent la unié especifica de I'[’H]MLA en aquestes cél-lules, mostrant 'MDMA una
major afinitat pels receptors nicotinics a7.

La K; per la METH va ser de 283 + 109 uM, mentre que la de 'MDMA va ser de
15,35 + 1,03 uM. Els coeficients de Hill (ny) per ambdues drogues no varen diferir entre

ells, presentant uns valors 1,20+ 0,15 i 1,35 + 0,11 respectivament, i no diferents de 1.
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Fig. 1. Corbes representatives de |'assaig de competicido on 'MDMA i la METH inhibeixen la unid de la
[*HIMLA en cel-lules PC12. Les corbes es van calcular mitjancant una aproximacié no lineal de quadrats
minims i ajustant a un model d’un sol lloc d’unié. Les dades representen la mitjana de duplicats. Els

resultats obtinguts es van realitzar almenys 3 vegades obtenint resultats similars.

En el cas dels assajos en extracte de cervell de ratoli, la K; per la METH va ser de
369.77 £ 95.61 uM mentre que la de 'MDMA va ser de 34.21 + 6.71 uM. En aquest cas
els coeficients de Hill van diferir de 1 ( 0.40 + 0.27 i 0.29 + 0.08, MDMA i METH

respectivament) el qual indica una interaccié més complexa.
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Fig. 2. Corbes representatives de |'assaig de competicido on 'MDMA i la METH inhibeixen la unid de la
[’HIMLA en cervell total de ratoli. Les corbes es van calcular mitjangant una aproximacié no lineal de
quadrats minims i ajustant a un model d’un sol lloc d’unié. Les dades representen la mitjana de

duplicats. Els resultats obtinguts es van realitzar almenys 3 vegades obtenint el mateix resultat.

No es van realitzar assajos de competicié d’[°’H]MLA amb la d-Amfetamina ja
gue treballs previs del nostre grup (Chipana i col., 2008) van demostrar la baixa afinitat

de la d-Amfetamina pels receptors nicotinics a7.

Desplagcament de I'[*H]Epibatidina

Com en I'assaig anterior, tant la METH com 'MDMA van desplacar de manera
concentracié-dependent la unié especifica de '[’H]EB en cél-lules PC12 diferenciades.
En aquest cas 'MDMA també va presentar una major afinitat pels receptors que en
aquest cas eren receptors heteromerics. Pero cal destacar que en aquest cas, I'afinitat
de la METH pels receptors heteromerics va ser més elevada que en el cas dels a7.

La K; per la METH va ser de 155,36 + 5,36 uM, mentre que la de 'MDMA va ser
de 25,71 £ 3,13 uM. Els coeficients de Hill per ambdues drogues no varen diferir entre
ells, presentant uns valors 0,76 + 0,11 i 0,92 + 0,04 respectivament, no diferents de 1

(P>0.05).
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Fig. 3. Corbes representatives de |'assaig de competicido on 'MDMA i la METH inhibeixen la unié de la
[3H]EB en PC12. Les corbes es van calcular mitjangant una aproximacié no lineal de quadrats minims i
ajustant a un model d’un sol lloc d’unié. Les dades representen la mitjana de duplicats. L'experiment es

va realitzar almenys 3 vegades obtenint resultats similars.

En el cas dels assajos en extracte de cervell de ratoli, la K; per la METH va ser de
23.9 £ 2.65 uM mentre que la de 'MDMA va ser de 0.76 + 0.11 uM. Els coeficients de
Hill per ambdues drogues no varen diferir entre ells, presentant uns valors proxims a 1:

0,83+0,12i1,27 £ 0,28 respectivament (P>0.05).
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Fig. 4. Corbes representatives de |'assaig de competicido on 'MDMA i la METH inhibeixen la unid de la
[*H]EB en cervell total de ratoli. Les corbes es van calcular mitjangant una aproximacié no lineal de
qguadrats minims i ajustant a un model d’un sol lloc d’unié. L'experiment es va realitzar almenys 3

vegades obtenint resultats similars.
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Es van dur també a terme assajos de competici6 amb la d-Amfetamina en
membranes d’escorca de cervell de rata. La K; va ser de 66 + 3.2 uM, i el coeficient de

Hill va ser de 1.47 + 0.11, diferent de 1 (P<0.05).

m
W 100- + MDMA
I ¢ 2
oy s d-AMF
g = 75
::_3
0T
m -
X
(]
Q257
c
o |
0_
I T T T 1
-10.0 75 5.0 2.5 0.0

log [Compost] (M)

Fig. 5. Corbes representatives de I'assaig de competicié on 'MDMA i la d-Amfetamina inhibeixen la unié
de la [*H]EB en escorca de rata. Les corbes es van calcular mitjangant una aproximacié no lineal de
qguadrats minims i ajustant a un model d’un sol lloc d’unié. Les dades representen la mitjana de

duplicats. L'experiment es va realitzar almenys 3 vegades obtenint resultats similars.

Compostos PC12 CV ratoli

Ki (uM) Ny Ki (uM) Ny
S(+)METH 283 £ 109 1.2+0.15 369.77 £95.61 0.29 +0.08**
(+/-YMDMA 1535+1.03 1.351+0.11 34.21+6.71 0.40+0.27*

Taula 1. K;de 'MDMA i la METH per als nAChR a7 en cél-lules PC12 i extracte de cervell de ratoli. Els
valors de la K; es van obtenir a partir de les corbes de competicié dels assaigs d’unié d’[°’H]MLA i van ser
calculades amb I'equacié de Cheng-Prussoff. Les dades representades sén la mitjana + EEM de 3

experiments similars. *vs la unitat; *P<0.05, **P<0.01.
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Compostos PC12 CV ratoli

Ki (uM) Ny Ki (uM) Ny
S(+)METH 155.36+5.36 0.76+£0.11 23.90+2.65 1.27 £0.28
(+/-)MDMA  25.71+3.13 0.92+£0.04 0.76 £0.11 0.83+£0.12

Taula 2. Kide 'MDMA i la METH per als nAChR a4f2 en cel-lules PC12 i en extracte de cervell de ratoli.
Els valors de la K;es van obtenir a partir de les corbes de competicié dels assaigs d’unié d’[*H]EB i van ser
calculades amb I'equacié de Cheng-Prussoff. Les dades representades sén la mitjana + EEM de 3

experiments similars.

Compost CV rata
Ki (kM) Ny
D(+)AMF 66 3.2 1.47 £0.01*

Taula 3. K; de la D-Amfetamina per als nAChR a4f2 en extracte de cervell de rata. Els valors de la K; es
van obtenir a partir de les corbes de competicié dels assaigs d’unié d’[*H]EB i van ser calculades amb
I’equacié de Cheng-Prussoff. Les dades representades sén la mitjana £ EEM de 3 experiments similars.

*vs la unitat; *P<0.05.

Increment en la densitat de receptors nicotinics in vitro

Aixi com esta descrit per la nicotina, el pretractament de les cél-lules amb
METH i MDMA (en ambdds casos a la concentracié de 300 uM) va provocar un
increment en el nombre de receptors, tant en el cas dels receptors homomerics com
els heteromerics. Aquest increment va ser maxim per les dues amfetamines a les 48
hores pero ja es podia percebre a les 6 hores de pretractament.

L’'MDMA va induir un major increment respecte la METH a les 24 hores, tant en

el cas de I'assaig d’[°’H]MLA com en I’assaig d’[>H]EB.
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Fig. 6. Efecte del pretractament amb METH i MDMA en la densitat de receptors a7 (A) i heteromerics 2
(B). Les cél-lules PC12 diferenciades es van pretractar amb METH i MDMA (300 uM) durant 6, 24 i 48 h
passades les quals es van rentar i es va determinar la unid de [3H]MLA i [3H]EB. * 1 comparacié vs

control; #: comparacio entre els grups marcats. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Fig. 7. Corbes concentracié-resposta de 'MDMA i la METH sobre la unié de (A)'[’HIMLA i (B) '[*H]EB en
cél-lules PC12 diferenciades. Les cél-lules van ser tractades durant 24 hores amb diferents
concentracions d’MDMA i METH i a continuacidé es va realitzar 'assaig d’unié dels radiolligands. Les
dades estan expressades com a percentatge de I’ increment respecte el control i representades com a

mitjana + EEM. Tots els increments sén significatius respecte les cél-lules no tractades.

Es va determinar la regulacié a I'al¢ca induida per la D-AMF sobre els nAChR
a4B2. A la concentracié de 100 uM a les 6 hores ja va induir un increment molt

significatiu (P<0.01 vs Control) de la poblacié de nAChR a4p2.
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Fig. 8. Efecte del pretractament amb D-AMF en la densitat de receptors heteromerics f2 . Les cel-lules
PC12 diferenciades es van pretractar amb D-AMF (100 i 300 uM) durant 6, 24 i 48 h passades les quals
es van rentar i es va determinar la unié de I’[SH]EB. * . comparacio vs control; * P < 0.05, ** P<0.01, ***

P<0.001.

2. ASSAIGS DE SATURACIO

Determinacio de la Bmax i la Kp

Es van dur a terme assajos de saturacio per a determinar si I’ increment de unié
detectat ve donat per I'augment en el nombre de receptors o perque varia I'afinitat del
receptor pel lligand. Es van utilitzar membranes de cel-lules PC12 diferenciades no
tractades (control) i tractades amb 100 uM de METH i MDMA.

Respecte I'assaig de saturacid d’[PHIMLA, ajustant els valors a un sol lloc d’uni¢,
s’observa que el tractament amb MDMA incrementa la densitat dels a7. Els valor
obtinguts per la Bmax Van ser: Control 532 + 43 fmol/mg, METH: 690 + 16 fmol/mg,
P<0,05 vs. control; MDMA: 787 * 62 fmol/mg, P<0,01 vs. Control. En canvi, I'afinitat no
varia en cap dels casos, els valors de la Kp van ser: Control: 0,43 £ 0,26 nM, METH: 0,65
+0,21 nM, MDMA: 0,51 + 0,16 nM, ambdds casos P>0,05 vs control.

Respecte I'assaig de saturacié d’[°H]EB, els valor s’ajustaven millor a un model

de dos llocs per regressio lineal, que defineixen un estat d’alta afinitat i un de baixa
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afinitat del receptor. Cal tenir present que I'agonista [*H]EB marca millor el lloc d’alta
afinitat, mentre que la [*H]MLA, al tractar-se d’un antagonista, marca els receptors
independentment de l'estat, per aquesta rad, s’ajusta solament a un lloc d’unié. El
tractament amb METH i MDMA va provocar un increment en la densitat de receptors
en l'estat d’alta afinitat; els valors de la Bmax per aquest lloc van ser: Control: 57 £ 9
fmol/mg, METH: 96 + 10 fmol/mg, P<0,05 vs. control; MDMA: 129 + 15 fmol/mg,
P<0,05 vs. control. En canvi, les afinitats per aquest lloc no van variar; els valors de la
Kp van ser: Control: 109 + 20 pM; METH: 105 + 15 pM; MDMA: 122 + 9 pM; P>0,05 vs.
control.
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Fig. 9. Grafics representatius del assajos de saturacid [3H]MLA i [3H]epibatidina en membranes de
ceél-lules PC12 diferenciades no tractades (Ctrl) o tractades amb MDMA i METH 100uM durant 24 hores.
El resultat obtingut en I'assaig amb [°H]MLA s’ajusta a un model d’un sol lloc d’unié (A) i dona lloc a una
representacié d’Scatchard lineal (B); en canvi, en el cas de I'assaig d’[°H]EB, els valors s’ajusten a un

model de 2 llocs d’unié(C) i el grafic d’Scatchard esdevé curvilini (D).
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Compostos PC12

Bmax Kp
Control 532+43 0.43+0,26
S(+)METH 690 + 16* 0.65+0.21
(+/-)MDMA 787 £ 62** 0.51+0.16

Taula 4. Bmax (fmol/mg) i K, (M) obtingudes a partir de I'assaig de saturacié d’[°’H]MLA mitjancant una
regressio no lineal. Les cel-lules PC12 van ser tractades amb MDMA i METH durant 24 hores. Les dades

representades son la mitjana + EEM de 3 experiments similars. * vs Control; ¥P<0.05, **P<0.01.

Compostos PC12

Bmax Kp
Control 57+9 109+ 20
S(+)METH 96 + 10* 105+ 15
(+/-)MDMA 129 + 15* 122 +9

Taula 5. Bmax (fmol/mg) i Kp (nM) obtingudes a partir de I'assaig de saturacié d’[H]EB mitjangant una
regressio no lineal. Les cel-lules PC12 van ser tractades amb MDMA i METH durant 24 hores. Les dades

representades son la mitjana + EEM de 3 experiments similars. * vs Control; *P<0.05.

3. INCREMENT EN LA DENSITAT DE RECEPTORS NICOTINICS in

vivo

Amb l'objectiu de determinar si la regulacié a I'alca observada in vitro es

donava també in vivo, es va realitzar un tractament en rates Sprague-Dawley.

Efecte del tractament en la ganancia de pes

El dia 11 de tractament es van pesar els animals i es va observar que els tractats
amb MDMA i els tractats amb |'associacié d’'MDMA i Nicotina havien guanyat menys
pes de manera molt significativa respecte els animals tractats amb s.f. (Control)

(%APes (respecte pes inicial): Control 33.14 + 6.5, MDMA 18 + 2.6, NIC 28.34 + 5.8,

NIC+MDMA 23.84 + 14.49; MDMA i NIC+MDMA vs Control P<0.001) , pero no diferien
significativament entre ells. No es van observar diferencies entre el grup s.f. i el grup

d’animals tractats amb nicotina sola.
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Fig. 10. Increment de pes dels animals al llarg del tractament d’11 dies amb serum fisiologic, MDMA,
nicotina i I'associaci6 d’'MDMA i nicotina. Els valors representats en el grafic sén la mitjana dels
percentatges dels pesos dels animals de cada grup en un dia concret del tractament respecte el pes de

I’'animal del dia 1. * : comparacid vs control. *** P<0.001.
Efecte del tractament en la densitat del transportador de serotonina

Mitjancant I'assaig d’unié de [’H]Paroxetina es va determinar I'efecte del
tractament amb MDMA i la Nicotina sobre els terminals serotoninérgics de les zones
cerebrals més susceptibles de ser danyades, I'escorca i I’ hipocamp.

En I'escorca la unié de [*H]Paroxetina va disminuir significativament en els
animals tractats amb MDMA i amb la seva associacid amb nicotina mentre que en els
animals tractats amb Nicotina no es va veure modificat significativament
(%[*H]Paroxetina: Control 100 + 3.6, MDMA 33.7 + 3.1, NIC 91 + 4.1, NIC+MDMA 26.94
+ 13.7; MDMA i NIC+MDMA vs Control P<0.001). En hipocamp els resultats van ser
similars, tot i que la disminucid de la unidé va ser més moderada que en l'escorca

(%[>H]Paroxetina: Control 100 + 2.9, MDMA 83.9 + 5.5, NIC 114 + 7.2, NIC+MDMA

77.12 + 5.6; MDMA vs Control P<0.05, NIC+MDMA vs Control P<0.01). L’associacio

d’ambdues drogues no va potenciar la neurotoxicitat serotoninérgica.
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Fig. 11. Efecte del pretractament amb MDMA i Nicotina en la densitat del transportador de serotonina
en (A) escorga i en (B) hipocamp de rata. Després de 10 dies de tractament, es van obtenir les
membranes cel-lulars de cada part del cervell i es va determinar la unié de [3H]Paroxetina. Els resultats

son la mitjana dels valors de 5 animals/grup £ EEM. * : comparacid vs control. * P < 0.05, ** P<0.01, ***

P<0.001.
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Efecte del tractament en la unié d’[*H]EB

Mitjancant I'assaig d’unié d’[°H]EB es va determinar els nivells de nAChR
heteromerics. En escorga parietal es va observar un increment significatiu d’'un 20% de
I'unié tant en els grups tractats amb MDMA com amb Nicotina respecte el grup
control. Aquest efecte va ser potenciat mitjancant I'associacié d’'MDMA i Nicotina fins

un 30% d’increment (% [*HIEB: Control 100 + 4.6, MDMA 116.5 + 5.8, NIC 118 + 3.6,
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NIC+MDMA 129.1 + 5.7; MDMA vs Control P<0.05, NIC vs Control P<0.01, MDMA i NIC
vs Control P<0.001; NIC vs MDMA P<0.05; NIC+MDMA vs NIC P<0.05). Resultats
semblants perd més pronunciats es van donar en el cas de I'escorga prefrontal, on
I"'MDMA i la Nicotina soles induien un increment del 30% i I'associacié un 70%. Per
contra, en l'estriat i els col-licles superiors i mesencefal, I’ MDMA no va induir cap
increment a diferéncia de la Nicotina que va induir un increment del 40%. En el cerebel

no es va observar increment en cap del grups tractats (dades no mostrades).
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Fig. 12. Efecte del pretractament amb MDMA i Nicotina en la densitat de receptors a4B2 en (A) escorca
parietal i (B) escorga frontal de rata. Després de 10 dies de tractament, es van obtenir les membranes
cel-lulars de cada part del cervell i es va determinar la unid d’[HIEB. * : comparacié vs control; #:
comparacié amb MDMA i S: comparacié amb nicotina. * P < 0.05, ** P<0.01, *** P<0.001; #P<0.05;
SP<0.05.
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Efecte del tractament en la unié d’[*H]MLA

Mitjancant I'assaig d’unié d’[°’H]MLA es va determinar els nivells de nAChR
homomerics a7. En I'escorga prefrontal, es va observar un increment significatiu del
40% de I'unié del radiolligand solament en el grup tractat amb I’associacio d’'MDMA i

Nicotina (% [*’HIMLA: Control 100 + 8.4, MDMA 116 * 7.5, NIC 115.4 + 17, NIC+MDMA

142.1 + 20; NIC vs Control P<0.05, NIC+MDMA P<0.05). En escorga parietal solament
I'MDMA sol va induir un increment del 15%, i no va ser modificat per I'associacié

(%[*HIMLA: Control 100 + 6.3, MDMA 115.3 + 5.2, NIC 111 # 5.3, NIC+MDMA 121 #

3.9; MDMA i NIC+MDMA vs Control P<0.05). En canvi, en I’ hipocamp, I’'MDMA sola no
va induir cap canvi, pero si que va modificar I'increment induit per la Nicotina sola,

d’un 25% a un 52% (%[*HIMLA: Control 100 + 9.5, MDMA 103.92 # 7.5, NIC 125.53 +

7.6, NIC+MDMA 152.5 + 11.3; NIC vs Control P<0.05, NIC+ MDMA vs Control P<0.01).

En estriat cap dels tractaments va induir canvis en l'unio d’[*H]MLA.
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Fig. 13. Efecte del pretractament amb MDMA i Nicotina en la densitat de receptors a7 en (A) hipocamp,
(B) escorca frontal i (C) escorga parietal de rata. Després de 10 dies de tractament, es van obtenir les
membranes cel-lulars de cada part del cervell i es va determinar la unié d’[°H]MLA. * : comparacié vs

control;. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

Expressio de les subunitats a4 i a7

Es va realitzar la técnica de Western blot i la immunodeteccid de les subunitats
a4 i a7 en les zones cerebrals on es va observar increments més marcats en l'unié de
radiolligands, escorca parietal en el cas dels a4 i hipocamp en el cas dels a7. No es van

observar canvis significatius en I'expressio de proteines en cap dels casos.
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Fig. 14. Nivells d’expressié de les subunitats nicotiniques (A) a7 en hipocamp i (B) a4 en escorga parietal
de rata. Després de 10 dies de tractament, es van obtenir els receptors solubilitzats dels teixits i es va

realitzar la immunodeteccid de les subunitats.

Immunoprecipitacio de les subunitats a4 i 2

Per tal de determinar quines subunitats dels nAChR heteromerics es regulava a
I'alca es va dur a terme la immunoprecipitaciéo de les subunitats a4 i B2 unides a
I'[®H]EB. En primer lloc, es van solubilitzar els receptors de I'escorca parietal i es va
realitzar I'assaig d’unié amb [*H]EB per tal de determinar el increment de nAChR
heteromerics.

Paral-lelament, es van immunoprecipitar independentment els receptors amb
les subunitats a4 i B2 de l'escorga utilitzant anticossos especifics acoblats a
microesferes, i a continuacié es van realitzar els assajos d’unié [*H]EB de les subunitats
precipitades per tal de veure si es donava la regulacid a I'alga tant de la subunitat a4
com de la B2.

En ambdds casos es dona una regulacié a l'alca induida per MDMA i per

nicotina, perd solament en el cas de la immunoprecipitacié dels a4 s’observa una
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potenciaciod resultat de I'associacié de 'MDMA i la nicotina ( % a4: Control 100 + 11,
MDMA 155.4 £ 11.77, NIC 133.28 + 9.16, NIC+MDMA 173.95 + 16.37; NIC vs Control
P<0.05, MDMA i NIC+MDMA vs Control P<0.01, NIC+tMDMA vs MDMA P<0.05. % B2:
Control 100 + 4.53, MDMA 132.04 + 9.17, NIC 132.7 + 13, NIC+MDMA 135.23 + 10.5;
MDMA, NIC i NIC+MDMA vs Control P<0.05. % [*H]EB: Control 100 + 5.06, MDMA

130.5 £ 9.67, NIC 122.24 + 5.71, NIC+MDMA 147.81 + 3.62; MDMA vs Control P<0.05,
NIC vs Control P<0.01, NIC+MDMA vs Control P<0.001, NIC+MDMA vs MDMA P<0.01).
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Fig. 15. Efecte del pretractament amb MDMA i Nicotina en la densitat de receptors nicotinics
heteromeérics immunoprecipitats que contenen (A) la subunitat a4, (B) la subunitat B2 i (C) totals
heteromeérics en escorca parietal de rata. Després de 10 dies de tractament, es van obtenir els receptors
solubilitzats de I'escorga, es va realitzar la immunoprecipitacié de les subunitats i es va determinar la
unié d’[3H]EB. * . comparacio vs control; #: comparacio amb MDMA. * P < 0.05, ** P<0.01, *** P<0.001;

#P<0.05, ##P<0.01.

4. MECANISMES IMPLICATS EN LA REGULACIO A L’ALCA DELS

RECEPTORS NICOTINICS

Per tal de descriure acuradament la regulacié a I'alca dels receptors nicotinics
induida per METH i MDMA, es van explorar els mecanismes de regulacié implicats en

cel-lules PC12.

Paper de la sintesi proteica i el trafic del receptor

La cicloheximida (CHX, 1 pg/ml) és un inhibidor de la sintesi proteica. La CHX va
inhibir I'increment de receptors induit pel pretractament amb METH i MDMA (ambdds

300 uM), tant en Iassaig d’unié d’[°’HJMLA (%[*HIMLA: Control 100 + 3.8, METH 145.3

+2.21, CHX 72.61 + 4.63, CHX+METH 82.28 + 3.61, MDMA 139.3 + 11.4, CHX+MDMA
78.18 + 8.83; METH vs Control P<0.001, MDMA vs Control P<0.01, Control vs CHX
P<0.05, Control vs CHX+ MDMA i METH P<0.05) com en el d’[°H]EB (%[*H]EB: Control
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100 + 8.8, METH 145 + 11, CHX 90 + 15, CHX+METH 100.31 + 3.7, MDMA 157.9 £ 5.68,
CHX+MDMA 91.09 + 8.5; METH i MDMA vs Control P<0.05), resultat que ens suggereix

que la regulacié a I'alga requereix sintesi proteica.
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Fig. 16. Efecte de la ciclohehimida (CHX) sobre la regulacio a I'al¢a dels nAChR a7. El tractament amb
METH i MDMA va ser de 24 hores, afegint la CHX 15 minuts abans. Els valors s’expressen com a
percentatge respecte els controls + EEM. * : comparacié vs control; ns: comparacié entre els grups

marcats. * P <0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.
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Fig. 17. Efecte de la cicloheximida (CHX) sobre la regulacid a I'alca dels nAChR heteromeérics. El
tractament amb METH i MDMA va ser de 24 hores, afegint la CHX 15minuts abans. Els valors s’expressen
com a percentatge respecte els controls £+ EEM. * : comparacié vs control; ns: comparacio entre els

grups marcats. * P < 0,05.
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Per tal de determinar si la regulacié a I'al¢a ve donada per un augment en el
transit del receptor a la membrana, vam tractar les cel-lules amb brefeldina A (BFA, 3
uM), un metabolit d’origen fungic que desestructura I'aparell de Golgi i, per tant,
interfereix el transit de proteines intracel-lulars a la membrana i alhora els ultims
passos de la maduracié del receptor. Tot i que la BFA va fer disminuir com era
d’esperar la densitat de receptors en totes les condicions, no vam observar inhibicid de
la regulacid a 'alca per METH i MDMA, el qual ens indica que el transit a la membrana
no és un punt determinant en la regulacié a I’alca dels receptors nicotinics (% [*H]MLA:
Control 100 + 6, METH 182 + 3, MDMA 227.2 + 4.4, BFA 12.3 + 1.5, BFA+METH 19 + 2,
BFA+MDMA 24 + 2.1; METH i MDMA vs Control P<0.001, BFA+METH i BFA+MDMA vs
BFA P<0.05. % [H]EB: Control 100 + 3.2, METH 210 + 3, MDMA 217.8 + 13.6, BFA 17 +

2.1, BEA+METH 31 + 2, BFA+MDMA 32.6 + 2.4; METH i MDMA vs Control P<0.001,
BFA+METH i BFA+MDMA vs BFA P<0.01).
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Fig. 18. Efecte de la inhibicid del transit de nAChR a la membrana per Brefeldina A i el seu efecte sobre la
regulacié a l'al¢a induida per METH i MDMA. El tractament amb METH i 'MDMA (300 uM) és de 18
hores, en absencia o presencia de BFA que I'afegim 15 minuts abans. Els valors s’expressen com a
percentatge respecte els controls = EEM.

* . comparacio vs control; &: comparacié vs BFA sola. &P<0.05, &&P<0.01, *** P <0,001.
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Paper de les Cinases de proteina en la regulacié a I’al¢a dels nAChR

L’'H89 (100 nM), un inhibidor de la proteina cinasa A (PKA), a les 6 hores de
tractament va incrementar 'unié de I'[*H]EB en un 70-80%, el que va fer complicat
veure el seu efecte sobre la regulacié a I'alga dels nAChR B2 induida per 'MDMA i la
METH. Pero, al comparar I'H-89 i 'MDMA o la METH amb I’'H89 sol, vam veure que
inhibia I'efecte d’aquests derivats amfetaminics (%_[*HIEB: Control 100 + 8.8, METH

145 + 11, MDMA 157.9 + 5.68, H-89 172.9 + 14, H-89+METH 201.1 + 10.41, H-
89+MDMA 217.3 £ 14.04; METH i MDMA vs Control P<0.05, H-89 vs Control P<0.01, H-
89+MDMA i METH vs Control P<0.01, H-89+METH vs METH P<0.05, H-89+MDMA vs
MDMA P<0.05).

Contrariament, ’H89 sol no va incrementar la unié de '[>’H]MLA i tampoc va

modificar la regulacié a I'al¢a induida per la METH i 'MDMA (% [*HIMLA: Control 100 +

3.8, METH 145.3 £ 2.21, MDMA 139.3 + 11.4, H-89 110.8 + 2.58, H-89+METH 158.7 +
5.73, H-89+MDMA 134.5 + 3.19; METH vs Control P<0.001, MDMA vs Control P<0.01,
H-89+METH vs Control P<0.01, H-89+MDMA vs Control P<0.001).
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Fig. 19. Efecte del I'H-89, un inhibidor de la PKA, sobre la regulacioé a I'alga dels nAChR (A) heteromerics i

(B) a7, induida per la METH i 'MDMA a les 24 hores. L'H-89 es va afegir 15 abans de la droga. Els valors

s’expressen com a percentatge respecte els controls + EEM. * : comparacié vs control. ** P < 0.01, *** p

< 0.001. # comparacié amb METH, S comparacié amb MDMA. #i $ P<0.05

El GF-109203X (GF, 0,3 uM), inhibidor de la PKC, a les 24 hores de tractament,

no afecta als nivells basals d’unié de I'[°H]EB ni els de [*H]MLA, ni tampoc I'augment en

la fixacié de [PH]MLA induit pels dos derivats amfetaminics (dades no mostrades), perd

va potenciar 'augment induit per la METH i 'MDMA en la unié d’[*H]EB (%[*H]EB:

METH 161 + 1,6 vs GF + METH 191,1 + 5,5 P< 0,01, MDMA 124 * 10,3 vs GF + MDMA

181+ 6% P < 0,05).
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Fig. 23. Efecte de el GF-109203X, un inhibidor de la PKC, en la regulacié a I’al¢a dels nAChR heteromerics
B2 induida per MDMA i METH. El tractament amb METH i MDMA va ser de 24 hores, afegint la GF-
109203X 15 minuts abans. Els valors s’expressen com a percentatge respecte els controls + EEM. * :

comparacio vs control. #: comparacid entre els grups marcats. # P < 0.05, ## P <0.01, *** P < 0.001.

La genisteina (20 uM), un inhibidor de la tirosina-cinasa, al ser incubada sola
amb les cel-lules durant 6 hores, produi un augment significatiu tant en la unié d’
[*H]EB com en la de [*H]MLA, els guals no foren modificats per la METH o 'MDMA. No
obstant, a les 24 hores, la genisteina va produir una important disminucié en la unié.

(%[3H]EB: genisteina 36,18 + 2,9 vs Control 100 + 6,7, P < 0,001; %[>H]MLA: genisteina

64 + 2,4 vs Control 100 + 2,6, P < 0,001). En aquest temps d’incubacié, quan s’afegi la
METH o 'MDMA en presencia de Genisteina, I'augment de receptors nicotinics a7 es
va inhibir significativament. Els augments en la unié comparats amb els del seu

corresponent control (vehicle o genisteina sola) foren per '[>H]EB: (%: MDMA 109,2 +

6,8 vs genisteina + MDMA 42,9 £+ 4,2 P < 0,001, METH 161 * 1,6 vs genisteina + METH

91453 P <0,001; i per PHIMLA: (%: MDMA 135 + 3,8 vs genisteina + MDMA 88 + 5 P <

0,001, METH 76 % 2 vs genisteina + METH 35+ 2,6 P < 0,001.)
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Fig. 20. Efecte de la genisteina sobre la regulacié a 'alga dels nAChR (A) heteromeérics i (B) a7 induida
per METH i MDMA. El tractament amb METH i MDMA va ser de 24 hores, afegint la genisteina 15 minuts
abans. Els valors s’expressen com a percentatge respecte els controls + EEM.

* 1 comparacid vs control; #: comparacio entre els grups marcats. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001;

##P<0.01, ###P<0.001.

La ciclosporina A (CsA, 1 uM, inhibidor de la ciclofilina A) sola no afecta la unié
de [*H]MLA perd va inhibir moderadament, encara que de manera molt significativa la

regulacié a I'alca de receptors nicotinics a7 (%[*HIMLA: METH 76,2 + 2 d’augment vs

46,6 + 6 d’augment per CsA + METH P < 0,001; 135 + 3,8 d’augment per MDMA vs 106
+ 1,3 per CsA + MDMA). D’altra banda, la CsA indui un increment en la unié d’'[*H]EB
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(al voltant d’'un 50% d’augment, dades no mostrades), dificultant valorar un efecte clar
sobre la regulacié a l'alca induida per METH i MDMA i per aix0 no es va assajar sobre

els efectes induits per aquestes amfetamines.
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Fig. 21. Efecte de la ciclosporina A sobre la regulacid a I'al¢a dels nAChR a7 induida per METH i MDMA.
Els valors s’expressen com a percentatge respecte els controls + EEM. * : comparacié vs control; #:

comparacio entre els grups marcats. ** P < 0.01, *** P < 0.001; ##P<0.001.

Compostos PC12

PHIMLA [*H]EB
Control 100+ 3.8 100+ 3.2
CHX 72.61+4.63* 90+ 15
BFA 12.3 £ 1.5%** 17 £ 2. 1%**
H-89 110.8 £ 2.58 172.9 + 14**
GF-109203X 112.7+8 146 + 5**
Genisteina 64 + 2.4%** 36.18 + 2.9***
CsA 96 +2 1229

Taula 6. Percentatge, respecte Control, de uni6é dels radiolligands PHIMLA i [*H]EB després del
tractament de les cel-lules PC12 durant 24 hores amb els diferents inhibidors que poden estar implicats
en la regulacié dels nAChR: Cicloheximida (CHX), Brefeldina-A (BFA), H-89, GF-109203X, Genisteina i
Ciclosporina A (CsA). Les dades representades sén la mitjana + EEM de 3 experiments similars. *vs

Control; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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5. ASSAIGS FUNCIONALS

L'increment de calci induit per ACh, nicotina i PNU282987

Els increments de calci es van determinar mitjancant la teécnica fluorimeétrica de
deteccié de Ca?* en microplaca, on les cél-lules PC12 van ser carregades amb el
fluorocrom Fluo-4.

L'MDMA inhibi de forma dependent de concentracio I'entrada de calci induida
per diferents agonistes nicotinics. Vam obtenir les Clsp mitjangant la regressié no lineal:
10 £ 3.96 uM per I’ACh, 18.70 £ 2.31 uM per la nicotina, i 29.88 £ 2.52 uM en el cas del
PNU282987 (n=3 per cada agonista). Per altra banda, al mesurar els nivells basals de
Ca’* després d’afegir 'MDMA i abans d’afegir 'agonista es va observar un increment
en els nivells basals de calci de manera concentracid depenent, el qual ens indica que

I"'MDMA sol provoca canvis en els nivells de Ca** citosolic.
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Fig. 22. (A) Efecte de 'MDMA concentracio-depenent sobre la resposta dels agonistes nicotinics ACh
(100 uM), nicotina (100 uM), i PNU 282987 (0.1 uM) en cél-lules PC12 incubades amb Fluo-4. ' MDMA
va ser afegit a les cél-lules 5 min abans que I'agonista. (B) Nivells basals de Ca®* 5 min després d’afegir
I'MDMA i abans d’afegir I'agonista. Totes les mesures es van fer en presencia del modulador al-lostéric
PNU 120596 (10 uM). Els resultats son normalitzats com a percentatge (Fmax— Fmin) i €l grafic és
representatiu d’'un de 3 experiments amb resultats similars. Les dades son la mitjana + EEM

quadruplicats de cada condicié. * : comparacid vs control; ** P <0.01, *** P < 0.001.

L’MDMA actua com agonista parcial dels nAChR

Donats els efectes de 'MDMA sola observats en els experiments anteriors, es
va investigar un possible efecte agonista.

L’'MDMA va ser capag, a concentracions micromolars, d’induir I’entrada de calci
de manera concentracid-dependent perd sense assolir I'efecte maxim al qual es pot
arribar amb I’Acetilcolina. En tots els assajos, a I'igual que passava amb I'acetilcolina,
va ser necessaria la presencia del modulador al-lostéric PNU120596 per poder mesurar
la resposta. Vam explorar la possibilitat que 'MDMA fos un agonista parcial, la hipotesi
va ser confirmada donat que I’'MDMA es comportava com una agonista ja que era
capac induir entrada de calci per si sol i a la vegada es comportava com antagonista
inhibint de forma concentracid-dependent la resposta de l'acetilcolina, un agonista

total.
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A partir de les corbes concentracié-resposta es van obtenir les CEso: 0.50 £ 0.16

UM per 'ACh i 49.75 £ 5.74 uM per MDMA (n=3).
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Fig. 23. (A) Tracat representatiu de I'increment de Ca”'citosolic induit per ACh (100 pM) i MDMA (50
1M). (B) Corbes representatives concentracié-resposta en cel-lules PC12 mostrant un increment de Ca**
citosolic induit per 'MDMA i 'ACh com a agonista total. Les respostes es van normalitzar com a
percentatge de Fmax-Fmin i es representen com a percentatge de la resposta maxima de ’ACh 100 puM.
Durant 5 segons es mesura la fluorescencia basal i a continuacié s’afegeix ACh o MDMA amb I’ injector
automatic del fluorimetre i durant 95 segons es mesura I'increment en la fluorescéncia. Les dades

representades sén la mitjana £ EEM de quatre pouets per a cada condicid.
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L'MDMA es comporta com agonista parcial en ovocits que expressen el nAChR a7

huma i com antagonista sobre els nAChR a4f32

En els experiments realitzats en ovocits L'MDMA va inhibir els corrents induits
per I'acetilcolina de manera concentracié-dependent. La Clsp pels corrents a7 va ser de
16.79 £ 0.77 uM (n=3) amb un bloqueig maxim observat a una concentracié de 100 uM
d’MDMA (97.78 £ 2.22%) mentre que la Clso per als a4B2 va ser de 9.77 £ 0.22 uM.

La Fig. 24B mostra els corrents induits per MDMA i ACh en preséncia o en
absencia del modulador al-lostéric a7 PNU120596 en ovocits que expressen els
receptors nicotinics a7. La potenciacié de la resposta en presencia de PNU120596 va
ser de 7.6 vegades més pels corrents induits per I’ACh i 9.6 vegades més pels corrents
induits per 'MDMA. Per altra banda, I’'MDMA no va induir corrents idnics quan era

aplicada sola sobre els ovocits transfectats amb el nAChR a4p2.
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Fig. 24. Corrents ionics induits per I'aplicacié d’ACh o MDMA sobre ovocits de Xenopus que expressen
nAChR humans. La figura (A) mostra la corba d’inhibicié-resposta dels corrents d’ACh (100 uM) MDMA
en ovocits que expressen nAChR humans a7 (esquerra) o a4fB2 (dreta). Les respostes s’expressen com a
percentatge respecte el corrents induit per ACh 100 puM. Les dades sén la mitjana £ SEM de 3 ovocits d’
almenys 2 donants diferents. (B) Registres representatius dels corrents induits per ACh (1 mM) i MDMA
(100 uM) en abseéncia i en presencia de PNU120596 (1 uM) en ovocits que expressen els nAChR a7
humans. El potencial de membrana dels ovocits es va mantenir a —70 mV. Els ovocits eren estimulats
amb polsos d’agonistes de 5 segons de durada com s’indica en la barra superior horitzontal, amb
intervals de 2 minuts. La figura (C) mostra resultats agrupats dels corrents generats per '’ACh i 'MDMA
sobre el ovocits que expressen el nAChR a7. La perfusié dels ovocits amb PNU120596 provoca una
marcada potenciacié de la resposta induida per ACh (1 mM) o MDMA (100 uM). La resposta potenciada
s’expressa com a percentatge respecte la resposta induida per 1 mM d’ACh o 100 uM d’MDMA. Les

dades corresponen a la mitjana + EEM de 6 ovocits d’ almenys 3 donants diferents.

Vies implicades en I'increment de Ca®* induit per MDMA

Després d’observar la resposta induida per 'MDMA varem avaluar I'efecte de
diferents antagonistes i/o moduladors a fi de determinar quines vies de mobilitzacid
de calci estaven implicades.

Els antagonistes especifics a7 metillicaconitina (MLA, 10 nM) i a -
Bungarotoxina (a-Bgtx, 100 nM) van inhibir completament la resposta induida per

'MDMA (% ACa**: MDMA 100 + 7.7 vs MLA+MDMA 5.4 + 5.4 P<0.001, MDMA vs o-

Bgtx+MDMA 12 + 3.2 P<0.001). L'antagonista dels receptors nicotinics heteromerics
qgue contenen la subunitat B2, dihidro-B-eritroidina (DHBE, 1 uM) no va tenir efecte

sobre la resposta induida per TMDMA . Per a determinar si el calci provenia del reticle
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endoplasmatic es va utilitzar el dantrolé (DANT, 20 uM, antagonista del receptor de
rianodina), el 2-aminoetil difenil borat (2-APB, 150 uM, un bloquejant del receptor IP3 i
dels canals cationics dependents de les reserves intracel-lulars) els quals van inhibir
parcialment la resposta de I’'MDMA, indicant que els reservoris intracel-lulars estan

implicats en el seu efecte (% _ACa**: MDMA 100 + 7.7 vs DANT+MDMA 67.7 + 8.7

P<0.05, MDMA vs 2-APB+MDMA 46.01 + 6.01 P<0.01). El nitrendipi (NDP, 0.3 uM), un

blocador dels canals de Ca** dependents de voltatge de tipus L (VOCC), va inhibir un
30% l'efecte de 'MDMA encara que a una concentracio més elevada (30 uM) la

inhibicié esdevingué d’un 60% (% ACa”*: MDMA 100 + 7.7 vs NDP+MDMA 67.65 + 7.57

P<0.05). El CdCl; (50 uM), un inhibidor no-selectiu dels canals de ca® dependents de
voltatge, va tenir un efecte sobre I'increment de Ca®* similar al nitrendipi (% _ACa”*:
MDMA 100 * 7.7 vs CdCl,+MDMA 53.19 + 5.79 P<0.01). En dltim lloc, es va assajar
I’atropina (0.1 pM), un antagonista dels receptors muscarinics, que no va modificar

I'efecte de ’'MDMA.
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Fig. 25. Modulacié farmacologica de I'increment de Ca”" citosolic induit per MDMA. Els antagonistes i
inhibidors van a ser afegits al cultiu de cél-lules PC12, carregades amb Fluo-4, 10 minuts abans de
dispensar automaticament I’'MDMA (50 uM). Es va mesurar la resposta durant 5 segons i 60 segons
abans i després, respectivament, d’afegir I’'MDMA. La resposta és normalitzada com a percentatge
(Fmax — Fmin) i expressada com a percentatge de la resposta induida per 'MDMA sol. Totes les respostes
es van mesurar en preséncia de PNU120596 (10 uM). El resultats s’expressen com a Mitjana + EEM de
tres experiments amb quadruplicats de cada condicié. * : comparacio vs control; * P < 0.05, ** P < 0.01,

**% P <0.001.
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L’MDMA es comporta com a antagonista dels nAChR a4$2

Es va voler corroborar els resultats obtinguts mitjancant electrofisiologia en els
guals I'MDMA inhibia els corrents induits per ACh perd no induia una entrada de ions a
través del nAChR a4p2. El Ca** majoritariament entra a través dels nAChR a7 i el Na* a
través dels a4B2, aixi que es van utilitzar cultius primaris de cel-lules corticals
embrionaries de ratoli i un fluorocrom que reacciona amb el Na* intracel-lular, el
CoroNa Green, per tal de confirmar el comportament antagonista de 'MDMA sobre els
nAChR a4p2.

El resultat obtingut va demostrar que 'MDMA no indueix un increment en la
concentracié citosolica de Na* i alhora actua com a antagonista dels nAChR amb la
subunitat B2, tal com s’observa en l'increment induit per 5-1-A-85380 (% ANa’: 5-1-A
100 + 38, DBE+5-1-A 11.8 + 11.8, MDMA 20.5 + 21, MDMA+5-1-A: 9.47 + 9.4; DBE+5-I-A,
MDMA i MDMA+5-I-A vs Control P<0.05).
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Fig. 26. Modulacié farmacologica de I'increment de Na® citosolic induit per MDMA. Els antagonistes i
blocadors van a ser afegits al cultiu de cél-lules, carregades amb CoroNa-Green, 10 minuts abans de
dispensar automaticament 'MDMA (50 uM) o el 5-1-A85380 (15 uM). La resposta és normalitzada com a
percentatge (Fnax — Fmin) | €Xpressada com a percentatge de la resposta induida per 5-I-A sol. El resultats
s’expressen com a mitjana £ EEM de tres experiments amb quadruplicats de cada condicié. * :

comparacio vs control; * P < 0.05.

Posteriorment, mitjancant I'assaig de fluorimetria es va obtenir la corba
d’inhibicié per MDMA dels corrents de Na* induits per 'agonista a4p2, 5-1-A 85380,
d’on es va calcular la Clsg de 'MDMA que va ser 5.09 + 0.1 uM.
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6. EFECTES A MITJA | LLARG TERMINI SOBRE EL Ca** | VIES

RELACIONADES

El pretractament amb MDMA incrementa els nivells basals de Ca**

Per a determinar I'efecte a llarg termini de 'MDMA sobre els nivells de Ca*
citosolic, les cél-lules PC12 van ser incubades amb MDMA (50uM) durant 1, 6i 24 h. A
continuacido es rentaven les cél-lules, s’incubaven amb Fluo-4 i es mesurava la
fluorescéncia. Alhora, vam fer un estudi comparatiu amb la nicotina. Després d’'1 h
d’incubacié solament les cel-lules tractades amb nicotina presentaven un lleuger pero
significatiu increment en els nivells de Ca** basal (12 + 2.95%, P<0.05). Contrariament,
quan les cél-lules es tractaven durant 6 i 24 hores amb nicotina, els nivells basals de
calci eren els mateixos que els nivells control. En el cas de 'MDMA, quan les cel-lules
eren tractades durant 6 i 24 hores, s’induia un increment del 30% (P<0.05) respecte els
nivells control. L’associacié de nicotina amb 'MDMA no va modificar la resposta de
I'MDMA. Aquests resultats ens indiquen que les cél-lules sén capaces de neutralitzar
els efecte d’una activacid sostinguda per nicotina perd no I'efecte induit per MDMA, el

qual ens indica la vulnerabilitat de les cél-lules i el particular efecte d’aquesta droga.
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Fig. 27. Efecte de la preincubacié amb MDMA i nicotina (ambdds 50 uM) a diferents temps sobre els
nivells basals de Ca”". Les cél-lules PC12 van ser tractades amb MDMA, nicotina i ambdds substancies
durant 1(A), 6(B) i 24(C) hores, a continuacid rentades i incubades amb Fluo-4 per a la mesura de la
fluorescéncia corresponent als nivells basals de Ca®*. Els valors van ser normalitzats pels valors de les

cel-lules tractades amb vehicle (Control) i s’expressen com la mitjana de 3 experiments + EEM.

* . comparacio vs control; * P < 0.05.
Regulacié a I’alga funcional

Paral-lel a la regulacié a I'alca dels receptors nicotinics per diferents lligands
esta descrit un increment en la resposta farmacologica denominat regulacié a l'al¢a

funcional. Varem voler determinar si la preincubacié amb MDMA induia un increment

de la resposta d’entrada de calci produida per acetilcolina.
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Quan les cél-lules van ser pretractades durant 24 hores amb MDMA (50uM) i es
va mesurar la resposta a agonistes especifics dels nAChR, es va observar un increment
en la resposta del 40% a I'acetilcolina, el qual suggereix, aixi com succeeix amb la
nicotina, que I’ MDMA indueix una regulacié a I'alca funcional probablement resultat
de l'augment de la poblacid de receptors en estat d’alta afinitat. La resposta de
I'agonista selectiu a7 PNU 282987 (0.1 uM) es va incrementar un 20% (119.1 + 1.95,
P<0.05 vs control) mentre que la resposta a |'agonista especific dels nAChR
heteromerics que contenen la subunitat B2, 5-1-A-85380 (15uM) es va incrementar un

25% (126.27 + 4.99, P<0.05 vs control).
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Fig. 28. Efecte de la preincubacié amb MDMA (50 pM) durant 24 hores sobre I'increment de Ca**
citosolics induit per I’ACh (A) i per agonistes selectius dels nAChR PNU 282987 (a7, 0.1 uM) i 5-1-A85380
(nAChR que contenen la subunitat B2, 15 uM). Després de la preincubacié es rentaren i s’incubaren les
cél-lules amb Fluo-4, a continuacid es monitoritza l'increment de calci després de I'addicié dels
agonistes. Els valors de fluorescencia es normalitzaren respecte els de les cél-lules tractades amb vehicle
(Control) i corresponen a la mitjana de 3 experiments diferents = EEM.

* . comparacio vs control; * P <0.05, *** P <0.001.
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L’MDMA indueix la fragmentacié de I’espectrina mitjangant I’activacié de calpaina i

caspasa

Un increment sostingut de la concentracié de Ca** citosolic induit per MDMA
podria induir I'activacié de la calpaina, una proteasa calci-dependent. Com a resultat
de la seva activacio es pot observar la fragmentacié de diferents proteines; un dels
substrats més caracteristics és I'a-espectrina que es fragmenta en 2 productes de 145 i
150 KDa. Les cél-lules PC12 van ser tractades durant 24 hores amb MDMA 50uM.
Mitjancant la técnica de Western blot es va observar que el tractament amb MDMA
induia un increment significatiu en els nivells de fragments d’espectrina (spectrin
breakdown producs, SBDP) de 145 i 150 KDa, indicatiu de I'activacid de la calpaina (%
SBDP 145-150KDa: Control 100 + 14.56, MDMA 1499 + 1, MLA 121.6 + 5.33,

MLA+MDMA 113.6 + 1.53; MDMA vs Control P<0.05). Alhora, es va observar un
increment molt significatiu en el fragment de 120 KDa SBDP indicant una activacié de
la caspasa-3 (% SBDP 120KDa: Control 100 + 10.2, MDMA 178.79 + 5.86, MLA 92.92 +
7.59, MLA+MDMA 90.85 + 4.18; MDMA vs Control P<0.01). La caspasa-3 també pot
produir un fragment SBDP de 150 KDa (Wang i col., 2000).

Per altra banda, la coincubacié de les cel-lules amb MDMA i MLA (10nM), va
donar lloc a la inhibicié de la fragmentacié de la espectrina per calpaina i caspasa-3,

indicant que els receptors nicotinics a7 tenen un paper clau en aquest procés.
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Fig. 29. (A) Western blot representatiu dels productes de la fragmentacié d’a-espectrina (SBDP) originats
per I'activacié de la calpaina (145 i 150 kDa) i la caspasa-3 (120 i 150 kDa) després de 24 hores de
tractament amb medi de cultiu (Ctrl), MDMA (50 uM), MDMA + MLA (10 nM), and MLA sola. La
localitzacié dels marcadors de pes molecular (MW) es mostra a I'esquerra de la imatge. (B) Quantificacio
de la intensitat de les bandes SBDPs. Les dades s’expressen com la mitjana + EEM de tres cultius

diferents, cada condicid per duplicat. * : comparacio vs control; * P < 0.05, ** P < 0.01.

Tal com esta descrit (Baghdiguian i col., 1999; Han i col., 1999; Goii-Oliver i col.,
2007), a conseqiiencia de l'activacié de la calpaina es pot observar 'activacié de el
factor NFkB i la GSK-3, proteines implicades en les vies d’apoptosi.

El tractament amb 24 hores d’MDMA 50 uM va induir la fragmentacié del
complex NFkB-IfkB en el citoplasma i la conseqlient translocacié de I'NFkB al nucli, que
va ser detectat mitjancant immunodeteccié de la subunitat P65 que forma I'NFkB, i
normalitzat per la proteina nuclear neuronal NeuN. Per altra banda, el pretractament
amb MLA (10 nM) va inhibir aquesta translocacié al nucli.( % _P65: Ctrl 100 + 13,40;
MDMA 151,40 + 3,30; MLA 40,160 + 20,300; MLA+MDMA 72,160+ 7,71 ;MDMA vs
Control P<0.05).
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En el cas de la GSK-3, 'MDMA va induir la seva activacié en el citoplasma

mitjancant la seva defosforil-lacid, el qual va ser inhibit per I’'MLA (10 nM); el resultat

va ser normalitzat per la proteina citoplasmatica GAPDH. (% GSK-3-P: Ctrl 100 + 5.33;

MDMA 65.36 + 10.5; MLA 96.23+ 14.35; MLA+MDMA 109.61+ 3.57; MDMA vs Control

P<0.05).

Nivells P65
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Fig. 30. Western blot representatiu i quantificacid dels nivells en l'activaciéo (A) d’NFkB en nucli,
normalitzat per la proteina NeuN, i (B) GSK-3 en citoplasma, normalitzada per la proteina GAPDH,
induits per MDMA (50uM) i inhibits pel pretractament amb MLA (10 nM). Les dades sén la mitjana *
SEM de 3 cultius diferents i cada condicié per duplicat.

* . comparacié vs control; * P < 0.05.

Per altra banda, la cascada d’apoptosi mediada per caspases s’inicia amb
I'alliberacié del citocrom C de la membrana mitocondrial al citoplasma (Reed, 1997.
Revisié). En el nostre cas, 'MDMA va induir un increment del citocrom C en el
citoplasma, i alhora, aquest increment va ser inhibit pel pretractament amb MLA. La
inhibicié de la caspasa-3 i del Cit C pel pretractament amb MLA indica que el procés
s’inicia amb I'entrada de Ca®" a través dels nAChR a7. (% Cit C: Ctrl 100 + 14.26; MDMA
159.37 + 16.9; MLA 81.2+ 5.98; MLA+MDMA 84.7 + 21.56; MDMA vs Control P<0.05).
Els nivells de proteina de Cit C van ser normalitzats per la proteina citoplasmatica

GAPDH.
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Fig. 31. Western blot representatiu i quantificacid dels nivells en I’activacié de citocrom C i alliberacio al
citoplasma per MDMA (50uM) i inhibits pel pretractament amb MLA (10 nM). Els nivells d’expressié de

Cit C s6n normalitzats per GAPDH. Les dades sén la mitjana + EEM de 3 cultius diferents i cada condicié

per duplicat.

* : comparacio vs control; * P < 0.05.
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7. ENANTIOMERS DE L’'MDMA | LA METH

Diferéncies d’afinitat dels enantiomers d’MDMA i de la METH vers els nAChR

Ja que 'MDMA i la METH que es consumeixen actualment conté barreges
racemiques dels compostos, es va determinar si existien diferencies entre les formes
R(-) i S(+) d’ambds derivats amfetaminics pel que fa a I’afinitat i efectes vers els nAChR.

Mitjancant assajos de competicié amb [*H]MLA i [*H]EB vam determinar que
ambdds enantiomers, tant de I’'MDMA com de la METH, es fixen sobre els receptors
nicotinics tant homomerics a7 com heteromerics a4B2. En el cas dels nAChR a7 es va
utilitzar cél-lules PC12 i pels assajos sobre nAChR a4p2, es va utilitzar escorca de
cervell de rata.

Les Ki dels enantiomers d’MDMA sobre els receptors nAChR a7 no presenten
diferencies significatives entre elles (K (uM): R(-): 13.24 + 5.27, n4=0.99 * 0.08; S(+):
11.64 = 0.1, ny=0.95 * 0.14; P>0.05) ni per la barreja racemica (K; (uM): 15,35 + 1,03,
ny=1.35 * 0.11; P>0.05). En canvi, les K; dels enantiomers de 'MDMA sobre els
receptors nAChR a4B2 si que van presentar diferéncies significatives entre elles(K;
(uM): R(-): 0.63 + 0.16, ny=1.02 + 0.013; S(+): 8.21 + 2.02, ny=0.75 + 0.11; P<0.05),
esdevenint I'enantiomer R(-) el més afi, perd aquest no va presentar diferéncies

significatives respecte la barreja racemica (Ki (uM): 1,44 + 0,54, ny=1.03 + 0.04;

P>0.05).
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Fig. 32. Corbes representatives de I'assaig de competicié on I’'MDMA R(-) i S(+) inhibeixen la unié de la
PHIMLA en cél-lules PC12(A) i '[’H]EB (B) en escorca de cervell de rata. Les corbes es van calcular

mitjancant una regressié no lineal de quadrats minims i ajustant a un model d’un sol lloc d’unié. Es

s S(+)VDMA
R(-)MDMA

presenten corbes representatives corresponents a un de tres experiments amb resultats similars.

Respecte la METH, quan es realitzaren assajos de competicié sobre els nAChR
a4P2 es van observar diferencies d’afinitat entre les K; dels enantiomers ( K; (uM) : R(-):
2433+ 1, ny=0.71 + 0.11; S(+): 66.76 + 9, n4=0.47 + 0.11; P<0.05). La METH R(-) va

presentar més afinitat per aquest subtipus de nAChR.
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Fig. 33. Corbes representatives de I'assaig de competicié on la METH R(-) i la METH S(+) inhibeixen la
unié de I'[’H]EB en escorca de rata. Les corbes es van calcular mitjancant una regressié no lineal de

quadrats minims i ajustant a un model d’un sol lloc d’unié. Es presenten corbes representatives

corresponents a un de tres experiments amb resultats similars.
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Entrada de Calci induida pels enantiomers de la METH i ’TMDMA

Ja que ambdds isomers de I’'MDMA i la METH interaccionen amb els nAChR, es
va determinar mitjancant assajos de fluorimetria si hi havia diferéncies en els
increments de calci induits per aquestes amfetamines i mediats pels nAChR a7.

Es van obtenir les corbes concentracid-resposta de les dues isoformes de
'MDMA i la METH. En el cas de 'MDMA, els 2 enantiomers van induir una entrada de
Ca®', perd no van assolir la resposta maxima, de la mateixa manera que s’havia
observat en el cas de la barreja racémica. Les CEso obtingudes no van presentar
diferéncies significatives (S(+)MDMA 30.45 + 10.2 uM i R(-)MDMA 55.68 + 10.08; n=3,
P>0.05).

Per altra banda, les CEso dels enantiomers de METH van presentar diferéncies
molt significatives (S(+)METH 560 + 20 uM i R(-)METH 1145 £ 72 uM; n=3, P<0.01) el
gual ens indica que els enantidmers de la METH actuen de manera diferent sobre els
nAChR a7, i que la S(+)METH és la més potent, tant com activadora com inhibidora.

Aixi doncs, I’'MDMA presenta unes CEsy d’ordre micromolar, a diferencia de la
METH que provoca un increment de Ca’* a concentracions d’ordre milimolar,

totalment inassolible in vivo.
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Fig. 34. Increments de Ca”" citosolic induits pels enantiomers R(-) i S(+) de (A) 'MDMA i (B) la METH
sobre cél-lules PC12. La resposta es normalitzada com a percentatge (Fmax — Fmin) | €Xpressada com a
percentatge de la resposta induida per I’ACh sol. Totes les respostes es van mesurar en preséncia de
PNU120596 (10 uM). Es presenten corbes representatives corresponents a un de tres experiments amb

resultats similars. Els punts sén la mitjana + EEM de 4 pous per cada condicid.

Les formes S(+) i R(-) de la METH, 1 mM, van presentar entre elles diferéncies
significatives sobre I'increment de Ca®" citosolic (81.36 + 1.05 % vs 59.2 + 2.4 %,
respectivament; P<0.05), a diferéncia de I’'S(+) i I'R(-)MDMA, 50 uM, en qué ambdods
enantiomers van induir un increment similar (79.2 £ 5.3 % vs 79.24 + 5.28 %,
respectivament; P>0.05). Aquests resultats coincideixen amb les CEsqy dels enantiomers
qgue ens indiquen que la S(+)METH és més potent que I'R(-)METH, i que els 2 isomers

de I’'MDMA no presenten diferencies significatives.

127



100+

= E | |

(3]

20

© 75-

o3

23

3 2 504

Eow

g @

£ 25-

0

METH (+) METH (-) MDMA (-) MDMA (+)
1 mM 1 mM 50 uM 50 uM

Fig. 35. Increments de Ca** induits pels enantidbmers de 'MDMA (1 mM) i de la METH (50 uM). La
resposta és normalitzada com a percentatge (Fmax-Fmin) i expressada com a percentatge de la resposta
induida per I’ACh sol. Totes les respostes es van mesurar en presencia del PNU120596 (10 uM). Els
resultats s’expressen com a mitjana + EEM de 3 experiments amb quadruplicats per cada condicid.

*Comparacié entre grups marcats. *P<0.05.

Per tal de determinar I'efecte especific de 'MDMA i la METH sobre els nAChR,
es van obtenir les corbes d’inhibicié de la resposta induida per I'agonista especific a7,
PNU282987. Es van observar diferéncies significatives en la inhibicié induida per
ambdds isomers de I’'MDMA. Les Clsg per als nAChR a7 van ser de 46 £ 2.12 uM i 15 +
5.5 uM n=3 (P<0.05), R(-)MDMA i S(+)MDMA respectivament, i en el cas de la METH,

les diferencies entre les Clso també van ser significatives (S(+) METH 326 + 2 uM i R(-
JMETH 466 £ 5.2 uM; n=3 P<0.05). Els isomers S(+) tan de 'MDMA com de la METH van

esdevenir més potents.
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Fig. 36. Efecte concentracié-depenent dels enantiomers de (A)YMDMA i (B)la METH sobre I'entrada de
Ca”" induida per I'agonista especific a7, PNU 282987 (0.1 uM) en cél-lules PC12 carregades amb Fluo-4.
L'MDMA va ser afegit a les cél-lules 5 min abans que I'agonista. Totes les mesures es van fer en
preséncia del modulador al-lostéric PNU 120596 (10 uM). Els resultats van ser normalitzats (Fmax = Fmin) i
representats com a percentatge respecte I'efecte obtingut en abséncia de derivat amfetaminic. El grafic
és representatiu d’un de 3 experiments amb resultats similars. Els punts sén la mitjana + EEM de 4 pous

per cada condiciod.

Tal com passa amb I'MDMA, amb la METH també s’observa que la concentracid
a la qual inhibeix Iincrement de Ca®* induit per PNU282987 és menor perd molt
propera a la concentracid a la qual activa propiament el receptor. Aixo fa dificil separar

ambdoés efectes.

Entrada de Sodi i els enantiomers de ’MDMA i la METH

Vam fer un estudi comparatiu de la METH i I’'MDMA sobre I'increment de sodi
intracel-lular per tal d’observar diferéncies en I'efecte d’aquests compostos sobre els
nAChR heteromerics B2, els quals indueixen I'alliberaci6 de dopamina implicada en
I’addiccié. Per a realitzar aquest estudi es van utilitzar cel-lules corticals de cultius
primaris de ratoli donat que les cel-lules PC12 no incorporaven el fluorocrom. Tant la
barreja racémica com els dos isomers d’'MDMA van inhibir de forma concentracié-
dependent els corrents de sodi induits pel 5-1-A85380. Les Clso pels nAChR a4B2 van
ser: MDMA (+/-) 5.09 £ 0.1 uM; R(-)MDMA 0.37 £+ 0.02 pM, S(+)MDMA: 9.7 =+ 1 uM,
n=3 (P<0.05). En cap dels casos, 'MDMA va induir un increment de sodi intracel-lular,

sind que es comporta sempre com un antagonista dels nAChR heteromeérics p2.
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Fig. 37. Efecte dels enantiomers de I’'MDMA concentracié-depenent sobre la resposta de I'agonista
nicotinic B2 5-1-A-85380 (15 uM) en cél-lules cortical de cultius primaris incubades amb CoroNa-Green.
L'MDMA va ser afegit a les cél-lules 5 min abans que I'agonista. Els resultats van ser normalitzats
(Fmax — Fmin) i representats com a percentatge respecte |'efecte obtingut en absencia de derivat

amfetaminic; els valors sén la mitjana * EEM de 3 experiments, alhora quadruplicats de cada condicid.

Per altra banda, els dos enantidmers de la METH van inhibir 'entrada de Na*
induida pel 5-1-A85380 de manera concentracié-dependent, pero sense inhibir
completament la resposta de I'agonista ni presentar diferencies significatives entre

ells. Les Clso van ser de S(+)METH: 12.06 + 2.1 uM i R(-)METH: 13.68 + 1.3 uM, n=3

(P>0.05).
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Fig. 38. Efecte dels enantiomers de la METH concentracié-dependent sobre la resposta de I'agonista
nicotinic 2 5-1-A-85380 (15 uM) en cel-lules cortical de cultius primaris incubades amb CoroNa-Green.
L'MDMA va ser afegit a les cél-lules 5 min abans que l'agonista. Els resultats van ser normalitzats
(Fmax — Fmin) i representats com a percentatge respecte |'efecte obtingut en absencia de derivat

amfetaminic. Els valors sén la mitjana £ SEM de 3 experiments, alhora quadruplicats de cada condicid.
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Alhora, tant I'R(-) com I’'S(+)METH van induir un increment de sodi intracel-lular

de manera concentracié-dependent, perd no van presentar diferéncies significatives

en la seva CEsp: R(-)METH: 257.9 + 0.8 uM i S(+)METH: 223.6 + 3.3 uM, n=3 (P>0.05).
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Fig. 39. Corbes representatives concentracio-resposta en cél-lules corticals de ratoli mostrant un

increment de Na® citosolic induit per I'S(+) i 'R(-)METH. Les respostes es van normalitzar com a

percentatge de (Fmax-Fmin) i es representen com a percentatge de la resposta maxima del 5-1-A85380

15 uM. Les dades representades sén la mitjana + EEM de quatre duplicats per a cada condicio.

TAULES RESUM
Compostos PC12

Ki (LM) Ny
S(+)METH 283 +109 1.2 +0.15
(+/-)MDMA 15.35+1.03 1.35+0.11
R(-YMDMA 13.24 £+ 5.27 0.99+0.08
S(+)MDMA 11.64+£0.1 0.95+0.14

Taula 7. K;de les diferents isoformes de 'MDMA i la METH per als nAChR a7 en cel-lules PC12. Els valors

de la K; es van obtenir a partir de les corbes de competicié dels assaigs d’unid d’*H]MLA i van ser

calculades amb I'equacié de Cheng-Prussoff. Les dades representades sén la mitjana + EEM de 3

experiments similars.
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Compostos PC12

Clso (1M) CEso (LM)
R(-)METH 466 * 20 1145+ 72
S(+)METH 326£2* 560+5.2 *
(+/-)MDMA 29.88+2.52 49.75+5.71
R(-)MDMA 46+2.12 55.68+5
S(+)MDMA 15+55* 30.45+%3.5

Taula 8. CEsg i Clsy de les diferents isoformes de 'MDMA i la METH sobre el receptor a7 en cel-lules
PC12. Els valors de la CEs5y es va obtenir a partir de les corbes concentracid-resposta mitjangant assajos
de fluorimetria amb Fluo-4, i les Cls, a partir de les corbes d’inhibicié dels corrents de Ca2" induits per

PNU282986. Les dades representades son la mitjana + EEM de 3 experiments similars. ¥ Comparacio

entre enantiomers; *P<0.05.

Compostos CV rata

Ki (LM) Ny
R(-YMETH 2433 +1 0.71+£0.11
S(+)METH 4533 +9 0.47 £0.11
(+/-)MDMA 1.44 +£0.54 1.03+£0.04
R(-YMDMA 0.63+£0.16 1.02£0.013
S(+)MDMA 8.21+2.02 0.75+0.11

Taula 9. K; de les diferents isoformes de 'MDMA i la METH per als nAChR a4p2 en cervell total de rata.
Els valors de la K; es van obtenir a partir de les corbes de competicid dels assaigs d’unio d’[*H]EB i van ser
calculades amb I'equacié de Cheng-Prussoff. Les dades representades sén la mitjana + EEM de 3

experiments similars.

Compostos Cel-lules corticals

Clso (LM) CEso (LM)
R(-)METH 13.68+1.3 257.9+0.8
S(+)METH 12.06+2.1 223.6+3.3
(+/-)MDMA 5.09+0.1
R(-YMDMA 0.37+0.02 *
S(+)MDMA 9.7+1

Taula 10. CEs i Clsy de les diferents isoformes de I'MDMA i la METH en cultius primaris de cel-lules
corticals de ratoli. Els valors de la CEsy es va obtenir a partir de les corbes concentracio-resposta
mitjancant assajos de fluorimetria, i les Clso a partir de les corbes d’inhibicié dels corrents de Na® induits
per 5-1-A 85380; el fluorocrom que es va utilitzar va ser CoroNa green. Les dades representades sén la

mitjana + EEM de 3 experiments similars. * entre enantiomers; *P<0.05.
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8.EXPERIMENTS REALITZATS EN RATOLINS AMB LA DELECIO DEL
RECEPTOR a7

Fixacié de [PH]MLA

En primer lloc, es va realitzar un assaig de fixacié d’[°H]MLA per comprovar que
no hi havia nAChR a7 en els cervells dels ratolins de la soca knockout a7. El resultat va
ser que no hi havia unio especifica en aquesta soca, mentre que si que n’hi havia en la

soca control.
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Fig. 40. Grafic representatiu que mostra I'abséncia d’unié especifica de I'[’H]MLA en els ratolins KO a7,

el qual ens indica que aquests animals no expressen nAChR a7. * : comparacié vs control; ** *P<0.001.

Efecte del tractament en I'increment de temperatura

Després d’una hora de la segona dosi d'MDMA es va prendre la temperatura
dels animals, i es va observar que els animals de la soca wt presentaven increment de
la temperatura 1.22 °C respecte la mitjana del control, de manera molt significativa
(P<0.01), a diferencia del animals KOa7 que no van presentar cap increment de la
temperatura. Cal destacar que els animals KO control, presentaven una temperatura

lleugerament més elevada que els animals control de soca salvatge.
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Fig. 41. Increments de la temperatura corporals dels ratolins wt i els KO a7, induits pel tractament amb

MDMA (després de la 22 dosi de 25mg/kg). * : comparacid vs control; ** P<0.01

Degeneracio dels terminals dopaminérgics

Mitjancant assajos d’unié de [*H]WIN35428 en preparacié crua de I'estriat, vam
observar que la pérdua de terminals dopaminergics induida per 'MDMA va ser

significativa, perd similar en ambdues soques de ratolins (% [*H]WIN: Vh WT 100 +

12.4, MDMA WT 52.8 + 7.4, Vh KO 101.5 + 12.6, MDMA KO 67.3 = 8.3; Control vs
MDMA P<0.05). Alhora aquest resultat es va corroborar mitjangant la immunodeteccié

de Tirosina hidroxilasa (%Nivells Tirosina hidroxilasa: Vh WT 100 + 28.5, MDMA WT

43.6 £9.9, Vh KO 108.33 + 10.2, MDMA KO 55.34 + 6.67; Control vs MDMA P<0.05).
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Fig. 42. Grafics representatius de la perdua de terminals dopaminérgics després del tractament dels
ratolins WT i KOa7 amb MDMA (25mg/kg). (A) Nivells d’unié de [*H]WIN35428 i (B) Nivells de tirosina
hidroxilasa. Els valors s’expressen com a percentatge respecte els controls Vh WT + EEM.

* : comparacio entre grups. ¥*P<0.05.

Degeneracio dels terminals serotoninérgics

En el cas dels terminals serotoninergic, vam determinar la seva possible pérdua
mitjancant I'assaig d’unié de [*H]Paroxetina en estriat; en cap cas ’'MDMA va induir la

seva degeneracid, i els resultats obtinguts van ser similars per ambdues soques.
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Fig. 43. Grafics representatius de la pérdua de terminals serotoninergics en estriat despres del
tractament dels ratolins WT i KOa7 amb MDMA (25mg/kg). Nivells d’unié de [*H]Paroxetina. Els valors

s’expressen com a percentatge respecte els controls Vh WT + EEM.
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Els derivats amfetaminics com I'éxtasi i la metamfetamina segueixen en
I'actualitat essent un dels grups de drogues més consumits, amb un consum
normalment associat a esdeveniments Iudico-festius. Com s’ha comentat a la
Introduccid, preocupen els efectes que a llarg termini pot provocar el consum
d’aquestes drogues, tant a nivell psiquiatric com neurologic (neurotoxicitat i malalties

associades).

La produccié d’espécies reactives d’oxigen (ROS) ha estat proposat com mecanisme
principal de la neurotoxicitat induida pels derivats amfetaminics (Cadet i col., 1995 ;
Yamamoto i Zhu, 1998), encara que els mecanismes pels quals es dona un increment
en les ROS encara no esta ben descrit. En treballs recents del nostre grup (Pubill i col.,
2005; Escubedo i col., 2005; Chipana i col., 2006) es va demostrar la produccié de ROS
induida per METH i MDMA, encara que especial, en l'interior de sinaptosomes de rata i
ratoli, i alhora es va demostrar quelant el calci com la dopamina endodgena eren
necessaris per a que es pogués donar aquesta produccié de ROS, descrivint aixi una de
les vies implicades en la neurotoxicitat induida per aquest derivats amfetaminics.

Un treball anterior de Liu i col. (2003), descrivia com la d-Amfetamina induia un
increment de calci intracel-lular en cel-lules cromafins bovines que induia la secrecié
de catecolamines. Alhora, I'a-Bungarotoxina, un antagonista especific a7 inhibia
aquesta entrada de calci. Basant-nos en aquest resultat, el nostre grup va demostrar
tant in vitro com in vivo que I’'MLA, un antagonista especific a7 atenuava els efectes de
la METH i 'MDMA inhibint la produccié de ROS. D’aquesta manera es planteja una
nova diana pels derivats amfetaminics que podria estar implicada en la neurotoxicitat
ja que I'activaci6 del receptor nicotinic a7, provocaria una entrada de Ca®" a I'interior
de la cél-lula activant enzims calci-dependents com la PKC o la nitric oxid sintasa que
contribuirien a la produccié de ROS.

Per a determinar si la METH i 'MDMA interaccionaven directament amb el
receptor nicotinic a7 es van realitzar assajos de fixacié de radiolligands en la linia
cel-lular PC12, tipus cel-lular que es comporta com una neurona dopaminérgica i
alhora expressa aquest subtipus de receptor nicotinic i altres subtipus com el receptor
nicotinic heteromeéric a4B2, subtipus majoritari en el sistema nervids central. Tant la

METH com 'MDMA van desplacar el radiolligand especific a7 ([*HIMLA) i I'especific
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dels nAChR heteromérics ([*H]EB). MDMA va presentar una afinitat més elevada per
ambdds subtipus de receptors encara que les constants d’inhibicié (K;) dels dos
derivats amfetaminics van resultar d’ordre micromolar. En el cas de ’'MDMA les K; van
ser d’ordre micromolar baix pels dos subtipus de receptors i en el cas de la METH,
d’ordre micromolar alt. En el cas del seu precursor, la d-Amfetamina va presentar una
Ki sobre els nAChR heteromérics d’ordre micromolar perd més elevada que la METH i
I'MDMA. Aquestes diferéncies entre d-Amfetamina, derivat amfetaminic i subtipus de
receptor nicotinic suggereixen una rellevancia fisiologica diferent per a cada cas. La K;
de I'MDMA pels receptors heteromeérics va ser 0.7 uM, valor que esdevé quasi el
mateix que la K; de I’'MDMA sobre el transportador de serotonina (0.61 uM ; Battaglia i
De Souza, 1989), principal diana fisiologica d’aquesta droga. Existeixen dades que
demostren que s’assoleixen concentracions d’ordre micromolar a nivell cerebral (Chu i
col., 1996; Kitaichi i col., 2003; Johnson i col., 2004), de manera que a nivell fisiologic
els receptors nicotinics poden esdevenir una diana d’aquestes drogues, que es
comportarien com a moduladors de la neurotransmissid nicotinica i participarien en la
neurotoxicitat i addiccié. També varem obtenir resultats similars en preparacions de
cervell de ratoli i rata.

Els receptors nicotinics tenen un paper clau en I'addiccié a nicotina (Govind i
col., 2009). Esta descrit que els efectes addictius de la nicotina es donen per la
interaccié d’aquesta substancia amb els receptors nicotinics de la via mesolimbica,
particularment del Nucli accumbens, que modulen I'alliberament de dopamina. Encara
gue el mecanisme pel qual s’inicia i es manté I'addiccid resta desconegut, un dels
possibles mecanismes podria ser la regulacié a I’al¢a dels receptors nicotinics, és a dir,
I'increment dels llocs d’unid d’alta afinitat. Es pensa que aquesta regulacio a l'alca és la
resposta homeostatica a la rapida dessensibilitzacié induida per una exposicié
perllongada a l'agonista (Fenster i col.,, 1999). La evidéncia més important que
demostra que els receptors nicotinics estan relacionats amb I'addiccidé sén els estudis
de Picciotto i col. (1999), el qual utilitza ratolins “knockout $2” i observa que aquests
animals, després del tractament amb nicotina, no s’autoadministren la droga ni
presenten un increment en l'alliberacié de dopamina en la VTA.

Després d’haver demostrat la interaccié de la METH, 'MDMA i la d-Amfetamina

amb aquests receptors, mitjangant assajos de fixacié de radiolligands vam determinar
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si I'exposicio perllongada a aquestes drogues induia també una regulacié a I'alga tant
dels receptors homomerics com dels heteromerics de manera dependent de
concentracio i temps d’exposicié en cel-lules PC12, obtenint resultats positius. Aquest
resultats també es van corroborar en un model in vivo. Utilitzant una pauta de
tractament que combinava una pauta de nicotina de 10 dies i una d’'MDMA durant els
ultims 4 dies, 'MDMA va induir la regulacié a I'alca dels nAChR heteromerics i a7 en
determinades arees de cervell de rata. Quan I’'MDMA es va associar amb la nicotina, es
va potenciar el seu efecte sobre la regulacié a l'alca dels nAChR heteromeérics en
I'escorca i a7 en l'escorca i I’ hipocamp. Mitjancant assajos d’immunoprecipitacio i
immunodeteccié dels nAChR en les zones cerebral on s’havia observat regulacié a
I'alca, es va observar que els nivells d’expressid de les subunitats no variaven,
suggerint que el mecanisme de regulacid a l'alca per 'MDMA es donaria a nivell
postraduccional. Ja que I'[’H]Epibatidina marca practicament tots els subtipus de
receptors heteromeérics, la immunoprecipitacio de les subunitats a4 i B2 (ja que la seva
combinacid és la majoritaria en mamifers) i la posterior quantificacié mitjancant la
unié d’aquest radiolligand va donar nivells d’increments de fixacié similars als
obtinguts en la fixacid total, la qual cosa indica que els receptors que contenen
aquestes subunitats sén els que majoritariament pateixen la regulacié a I'alca. La
potenciacido de la regulacié a l'al¢a tindria lloc especialment en aquells receptors
heteromerics que contenen la subunitat a4, ja que és en el seu immunoprecipitat on
s’observa potenciacié, mentre que en les associacions de B2 amb altres subunitats
aquesta no seria tan patent. Aquest resultat s’explicaria pel fet de que, tal com han
demostrat diversos treballs, no totes les combinacions de nAChR pateixen regulacio a
I'alca, ni a les mateixes concentracions de lligand ni en el mateix grau. Per exemple, la
combinacié a4f2a5 és resistent a la regulacié a I'alca (Mao i col., 2008), els receptors
gue contenen a6 només ho fan a concentracions altes i transitories de nicotina,
mentre que els a4B2 requereixen menors concentracions, perd mantingudes (Walsh i
col., 2008); i les combinacions a3B2 i a3B4 la pateixen amb molt menor grau que les
a4B2 (Nguyen i col., 2003). Alhora, I'accessibilitat de cada lligand a cadascuna de les
arees cerebrals i el subtipus o combinacié que hi predominen també pot condicionar i
modular aquest fenomen. Aixi doncs, I'estudi en profunditat d’aquest efecte és

realment complexe i mereix treballs addicionals com estudis d’autorradiografia, per

141



localitzar de manera més precisa les zones concretes on es produeix la regulacié.
Immunoprecipitar amb altres anticossos per determinar si 'MDMA indueix la regulacié
a 'al¢a addicional d’un subtipus que no altera la nicotina també podria aportar una
informacid valuosa. Sigui com sigui, en aquest treball es demostra que els derivats
amfetaminics i particularment ’'MDMA poden induir la regulacié a I'alca dels nAChR,
tan in vitro com in vivo, després de determinades pautes de tractament. Cal recordar,
tal i com s’ha dit a la revisié teorica, que aquesta regulacié la poden produir tan
agonistes com antagonistes dels nAChR.

Per altra banda, ja que 'MDMA té com a diana principal el SERT, mitjancant
assajos d’unié de [®H]Paroxetina, vam observar que el tractament amb MDMA
disminuia els nivells de SERT en hipocamp i escorca, el qual indicava que aquesta
pauta de tractament encara provocava degeneracié dels terminals serotoninergics. De
tota manera, el tractament es va fer sense incrementar la temperatura ambient per no
afavorir la neurotoxicitat, ja que el que es volia era veure I'efecte sobre el nAChR. Tot i
aixi, es pot observar la regulacio a l'alca que en algunes arees podria estar
emmascarada (o afavorida) pels efectes neurotoxics. Caldria trobar altres pautes de
tractament amb MDMA que minimitzessin la neurotoxicitat i permetessin detectar
només els canvis en els nAChRs.

Existeixen varies hipotesis sobre el mecanisme pel qual la nicotina indueix la
regulacié a I'alca. Treballs com el de Marks i col. (1992) demostren que es dona a nivell
postranscripcional ja que no s’observen canvis en el mARN després de |'exposicié a
nicotina “in vivo” durant 10 dies. Altres hipotesis impliquen: un disminucié en la
velocitat de reciclatge dels receptors que es troben en la membrana cel-lular (Peng i
col., 1994) el qual significa que incrementa el nombre de receptors en membrana; un
increment en el transport de receptors a la membrana (Harkness i Millar, 2002) ; un
increment en la maduracié i I'ensamblatge de noves subunitats en el reticle
endoplasmatic (Nashmi i col., 2003 ; Sallette i col., 2005; Kuryatov i col., 2005) ; canvis
en la estequiometria dels receptors que dona lloc a diferents afinitats pels Iligands (de
3:2 a 2:3) (Nelson i col., 2003 ; Moroni i col., 2006). Per contra, el treball de Wecker
(2010) demostra que la nicotina no indueix canvis en I'estequiometria del receptor
a4B2. També s’ha proposat el bloqueig de la degradacié de subunitats del receptor en

el reticle endoplasmatic mediat pel proteasoma (ERAD) (Christianson i Green, 2004;
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Ficklin i col., 2005; Rezvani i col., 2007); i en ultim lloc, el treball de Vallejo i col. (2005)
on es dona un increment/estabilitzacid dels receptors nicotinics d’alta afinitat que
corrobora el treball d’altres grups (Buisson i col., 2000 i 2001). Aquesta ultima hipotesi
es basa en la transicid entre dos estats d’afinitat; per una banda I'estat de repos, on
I'afinitat per la nicotina i altres agonistes esdevé molt baixa, pero s’hi poden unir i
induir la desensibilitzacid del receptor, i de I'altra, I'estat de regulacid a I'alga, on
incrementa I'afinitat pels agonistes perd no hi ha canvis en el nombre de receptors
(Buisson i col., 2000 i 2001).

Per tal de corroborar o descartar algunes de les hipotesis esmentades, per a
determinar si 'MDMA i la METH produien un increment en la unié de radiolligand bé
per un increment del nombre total de receptors o bé pel I'increment en el nombre de
receptors en estat d’alta afinitat, es van realitzar assajos de saturacidé amb
radiolligands per tal de determinar la B, (densitat de receptors) i la Kp (afinitat). En el
cas dels receptors homomeérics a7, va incrementar la seva densitat (Bma) sense
diferéncies en la Kp, a diferéncia dels heteromerics, en els quals va incrementar la Bqx
també que era la poblacién de receptors en estat d’alta afinitat. Per comprendre
aquests resultats s’ha de tenir en compte que |'epibatidina és un agonista que, a
concentracions baixes té major capacitat d’unir-se a receptors en estat d’alta afinitat; a
més, com s’observa amb el coeficient de Hill, no s’ajusta a un model d’un unic lloc
d’unié. Per tant, permet caracteritzar els dos estats del receptor (alta i baixa afinitat).
En canvi, 'MLA és un antagonista que pot unir-se a tota la poblacié de receptors, no
diferencia entre receptors en membrana i formes prematures intracel-lulars (Molinari i
col., 1998). Aixi doncs, respecte els receptors heteromerics els resultats concordarien
amb Vallejo i col. (2005) demostrant que 'MDMA i la METH estabilitzen la proporcio
de receptors d’alta afinitat en membrana; i en canvi, en el cas dels receptors
homomerics a7, 'MDMA i la METH mitjancant la unié a precursors o formes
immadures del receptor, incrementarien o induirien la formacié de receptors capacgos
d’unir-se a I'[H’]MLA. Ja que actualment no es disposa d’un radiolligand agonista a7
que permeti la discriminacié observada amb I'[’H]Epibatidina, entre estats d’alta i
baixa afinitat, no podem afirmar que el mecanisme amb els nAChR sigui el mateix que

amb els heteromerics (Malysz i col., 2010).
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Per tal de descriure acuradament la regulacié a I'al¢a dels receptors nicotinics
induida per METH i MDMA, es van explorar els mecanismes de regulacié implicats.
Basant-nos en els treballs de Marks i col. (1992) es va estudiar la participacié de la
sintesi proteica. La Cicloheximida, un inhibidor de la sintesi proteica, va inhibir el
increment d’unié d’ambdds radiolligands, [PH]MLA i [*H]EB, el qual suggereix que és
necessaria la sintesi proteica, segurament rapida i transitoria ja que el tractament amb
cicloheximida sola, durant 6 hores, va provocar canvis en els nivells de nAChR, el qual
suporta la teoria del rapid recanvi de Cho i col. (2005) i Charpantier i col. (2005). Com
ja s’ha dit abans, la regulacié a I'alca induida per nicotina no implica I'increment de
ARNm dels nAChR, pero en articles recents com el de Bond i col. (2009), la regulacié a
I'alga del receptor nicotinic a7 implica la sintesi d’ARNm o algun tipus de sintesis de
novo (Bencherif i col., 1995). Aquests resultats estan d’acord amb els demostrats en
aquest treball on la cicloheximida redueix els nivells de receptor nicotinic a7 i alhora
inhibeix la regulacié a I'al¢a induida per ’'MDMA i la METH.

La ciclofil-lina A és una xaperona encarregada del plegament correcte de les
subunitats del receptor nicotinic, com a7 (Millar i Harkness, 2008) i a4 (Jeanclos i col.,
2001). Aixi doncs, es va assajar la ciclosporina A, un inhibidor de la ciclofilina A sobre la
regulacié a I'alca dels nAChR induida per METH i MDMA. El tractament amb ciclofilina
sola no va provocar canvis en els nivells de nAChR a7, pero si que va inhibir la regulacio
a I'al¢a induida per la METH i 'MDMA, el qual indica que la ciclofilina A esta implicada
en el mecanisme de regulacié dels nAChR a7 induit pels derivats amfetaminics. El
increment de receptors a4B2 observat amb la ciclosporina A sola es pot explicar ja que
aquesta molécula també és un inhibidor de la fosfatasa 2B, la qual inhibeix Ila
desensibilitzacié del nAChR a4B2 (Marszalec i col., 2005), el qual induiria un increment
en els llocs d’unié del radiolligand [*H]EB.

Vallejo i col. (2005) i Darsow i col. (2005) hipotetitzen que el mecanisme
implicat en la regulacié a I'al¢ga induida per nicotina és el control del transport dels
receptors a la membrana. Basant-nos en aquests treballs es van exposar les cél-lules a
la Brefeldina A, la qual inhibeix el transport de I'aparell de Golgi al reticle
endoplasmatic. El tractament amb Brefeldina A sola va disminuir drasticament els
nivells de nAChR, pero solament va inhibir lleugerament la regulacié a I'al¢a induida

per METH i MDMA. El fet que la Brefeldina A disminuis més drasticament els nivells de
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nAChR en la membrana que la cicloheximida indica que en les cel-lules PC12
diferenciades hi ha un reservori intracel-lular de receptors preparats implicats en la
regulacié a I'alca més que la sintesi de les subunitats de novo perd que la seva sortida
de I'aparell de Golgi abans d’arribar a la membrana juga un paper més aviat modest.
Les vies de transduccié de senyal dependents de PKC i PKA estan implicades en la
regulacié dels nAChR a4B2 induida per diversos lligands (Gopalakrishnan i col., 1997;
Nuutinen i col., 2006) mitjancant la fosforil-lacié de residus clau que permeten que el
reticle endoplasmatic no reconeixi la seqiiéncia de retencid i es doni la translocacio a la
membrana. La idea que la fosforilacié de les subunitats del nAChR promou la regulacié
a l'alca esta demostrada per estudis amb nAChR de Torpedo marmorata on la
fosforil-laci6 de les subunitats y i 6 no ensamblades incrementa la eficiencia
d’ensamblatge i el nombre de receptors en membrana (Green i col., 1991; Ross i col,
1991). De fet, esta descrit que la PKC i la PKA fosforil-len la subunitat a4 neuronal
(Pacheco i col., 2003), alhora, aquesta fosforil-lacié incrementa I'afinitat de la subunitat
per la chaperona 14-3-3 (Jeanclos i col.,, 2001) i estudis recents han demostrat que
I’activacié de PKC i PKA incrementa la densitat de receptors a432 (Pollock i col., 2009).
Donat que la fosforil-lacid de la subunitat a4 induida per PKC es dona a nivell dels
residus de serina que es troben en el segment M3/M4 citoplasmatic de la subunitat,
queda pallesa la importancia i implicaci6 d’aquest bucle -citoplasmatic en
I’ensamblatge i la maduracié del nAChR i en ultim lloc en la seva funcié (Wecker i col.,
2001 ; Pollock i col., 2007).

La PKA també esta implicada en la desensibilitzacié del nAChR (Nishizaki i
Sumikawa, 1998). L'H-89 és un inhibidor de la PKA. El tractament amb H-89 sol va
donar lloc a un increment de la unié del radiolligand [*H]EB, resultat gue va fer dificil la
interpretacié sobre els efectes de I’'MDMA i la METH sobre la regulacié a 'alca dels
nAChR. El fet que no es trobessin diferéncies entre el tractament amb H-89 sol i
associat amb METH o MDMA perd que tant la METH com I'MDMA soles induissin un
increment més significatiu en la unié d’[>H]EB ens suggereix que I'H-89 inhibeix I'efecte
de la METH i I'MDMA. Aquests resultats estan d’acord amb el treball de
Gopalakrishnan i col. (1997) que demostra que l'activacié de I'adenilat ciclasa amb
forscolina potencia la regulacié a I'al¢ca dels receptors a4B2 induida per nicotina en

cél-lules HEK 293. Contrariament, el tractament amb H-89 sol no va tenir cap efecte
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sobre la unié del radiolligand [°H]MLA ni sobre I'increment induit per 'MDMA i la
METH, el qual corrobora que la PKA té un paper clau en la regulacié a l'alca dels
receptors nAChR a4B2 i no dels a7. El increment dels llocs d’unié a [*H]EB induit per
I'H-89 resulta complicat d’explicar si s’assumeix que es dona un increment en el
nombre de receptors. Si tenim en compte que l'epibatidina, a la concentracié
utilitzada en aquests assaigs, s’uneix solament als nAChR d’alta afinitat, es pot deduir
gue I'H-89 mitjancant la reduccié de la taxa de desensibilitzacié dels receptors
(Nishizaki i Sumikawa, 1998) podria incrementar la poblacié de receptors d’alta
afinitat. Una altra hipotesi seria que, donat que els nAChR també sén regulats per
fosfatases (Cho i col., 2005) i altres cinases com la PKC i les tirosina cinases, la inhibicio
d’un d’aquests enzims donaria lloc a l'activacié d’altres vies de regulacié que
promourien la regulacio a I'al¢a dels nAChR.

A continuacio es va assajar el GF-109203X, un inhibidor de la PKC. El tractament
amb GF-109203X sol no va tenir cap efecte sobre els nivells d’unié de I'[’H]EB, pero va
potenciar I'efecte de la regulacié a I'al¢a induida per METH i MDMA. Aixi com succeeix
amb I'H-89, la inhibicié de la PKC disminuiria la taxa de desensibilitzacié i induiria un
increment en la poblacié de receptors d’alta afinitat potenciada per el tractament amb
els derivats amfetaminics. En el cas dels nAChR a7, no es va observar cap efecte, aixi
com succeeix en el cas de la PKA.

Les tirosina cinases de proteina també estan implicades en la regulacié dels
NAChR a7 i la seva inhibicid a curt termini indueix la regulacié a I'al¢a dels receptorsii la
potenciacié de la resposta mediada per aquests (Cho i col., 2005; Charpantier i col.,
2005). La genisteina, un inhibidor d’ample espectre de les tirosina cinases de proteina,
a les 24 hores de tractament va inhibir I'efecte de la METH i I’'MDMA sobre la regulacio
a l'al¢a, el qual ens indica que les tirosina cinases de proteina estan implicades en la
regulacié a I'al¢a induida pels derivats amfetaminics, perd que depen del temps i les
condicions que es donin.

La regulacio a I'al¢a esdevé un procés complex on estan implicades moltes vies
de senyalitzacid intracel-lular. Aquest treball ha demostrat que els mecanismes
implicats en la regulacié a I'al¢a dels nAChR a7 i a4B2 induits per la METH i 'MDMA
coincideixen amb els induits per la Nicotina i que majoritariament es donen a nivell

postranscripcional coincidint amb els treballs revisats per Govind i col. (2009).
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Posteriorment a I'estudi in vitro, es va demostrar in vivo, que el tractament
cronic amb dosis neurotoxiques d’MDMA induia una regulacié a I’alga dels nAChR a4f2
en escorga cerebral de rata.

La demostracié que els derivats amfetaminics interaccionen directament amb
els receptors nicotinics a7 i a4p2 corrobora la hipotesis d’'uns primers treballs dels
nostre grup (Chipana i col., 2005; Escubedo i col., 2005; Chipana i col., 2006) on es
planteja que la unié dels derivats amfetaminics amb el receptors nicotinics potenciaria
la seva activacid i conseqiientment, activaria o potenciaria vies calci dependents
implicades en la neurotoxicitat per aquestes substancies. Alhora, el bloqueig del
receptor a7 per antagonistes especifics com I’'MLA atenuaria la neurotoxicitat induida
per aquests derivats (Chipana i col., 2006; Chipana i col., 2008). En aquests treballs
també es va demostrar que la formacié d’espécies reactives d’oxigen, era inhibida per
I'MLA perd alhora quelant el Ca®* extracel-lular mitjancant EGTA, el qual indica que
I'activacié dels nAChR, majoritariament o7, i la conseqiient entrada de Ca*
extracel-lular estarien implicats en aquesta neurotoxicitat induida per les amfetamines.

Tot i que els treballs in vivo citats anteriorment demostren la implicacié dels
nAChR a7 en la neurotoxicitat per 'MDMA, I'obtencié d’'una menor neurotoxicitat en
ratolins amb delecié d’aquests receptors seria una prova encara més contundent. Els
experiments duts a terme amb els ratolins de la soca amb la delecié dels nAChR a7,
perd, mostraren que aquests també pateixen una neurotoxicitat dopaminérgica per
MDMA similar a la dels de la soca salvatge. De tota manera, els ratolins knockout
tractats amb MDMA no van presentar hipertérmia a diferéncia de la soca salvatge.
Aquests resultats corroboren una certa implicacié d’aquests receptors en els efectes
toxics de 'MDMA. De tota manera, cal tenir en compte que, donat el paper crucial que
porten a terme els receptors alfa7, és probable que la seva funcié hagi estat suplida
per algun altre tipus de receptors homomerics, com els a8 o a9. Seria interessant
realitzar algun estudi encaminat a determinar la possible sobreexpressié d’aquests
receptors en aquesta soca de ratolins.

D’acord amb la hipotesi formulada, I'activacié dels nAChR a7 induiria una major
entrada de calci. Per tal de corroborar aquesta hipotesi, es va dur a terme una série
d’assajos per a determinar quin és el paper dels derivats amfetaminics sobre la

funcionalitat dels nAChR i 'entrada de Ca*. La primera hipotesi que es va plantejar era
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que I'MDMA podria actuar com un modulador de la resposta de I'acetilcolina.
Mitjangant experiments de fluorimetria, es va observar que I’'MDMA inhibia la resposta
de I'acetilcolina de manera concentracié-dependent amb un valor de la Clsg en el rang
micromolar baix, el qual coincideix amb els valors dels resultats dels assajos de fixacid
(Garcia-Ratés i col., 2007). Alhora, també va inhibir I'entrada de calci induida per
I'agonista selectiu a7, PNU282987. De tota manera, abans d’afegir I'agonista ACh o
PNU282987, es va observar que l'aplicacié previa d’MDMA induia un increment
concentracié-depenent dels nivells basals de Ca**, el qual ens indica que ’'MDMA per si
sol pot induir I'entrada de Ca®* en la cel-lula, i alhora actuar com un antagonista en
front d’un agonista. Aix0 es va corroborar a I'obtenir una corba concentracié-resposta
d’entrada de Ca** induida per MDMA. La resposta de 'MDMA no va arribar als nivells
de I'’ACh, agonista total dels nAChR. D’aquesta manera es va concloure que el
comportament de I’'MDMA és el d’un agonista parcial dels nAChR, ja que per una
banda actua com a antagonista pero ell sol indueix una resposta significativa. Es van
corroborar aquests resultats mitjancant experiments de electrofisiologia amb ovocits
de Xenopus que expressaven nAChR a7 i a4B2 humans, on I'MDMA va inhibir els
corrents induits per ACh sobre ambdods tipus de receptors amb una Clsy del mateix
ordre que en els experiments de fluorimetria. La resposta induida per 'MDMA va ser
inferior en el ovocits que en les cél-lules PC12 ja que s’ha de tenir en compte que
'activacié dels nAChR esta acoblada a d’altres vies de senyalitzacié de Ca** que en una
cél-lula adulta i completa es poden donar i en canvi, en un sistema simple com els
ovocits no es donarien aquests mecanismes. Posteriorment es va assajar la METH, la
qual, de la mateixa manera que succeeix amb I'MDMA, es va comportar com un
agonista parcial induint una entrada de Ca*".

L'increment de Ca®* induit pels derivats amfetaminics va portar a investigar les
vies implicades en la seva regulacié mitjancant I'Gs de inhibidors a diferents nivells.
L'MLA i I'a-Bungarotoxina, van inhibir quasi completament I'increment induit per
I'MDMA i la METH, implicant als nAChR a7 com a principal via d’entrada de Ca®.
Donat que ambdds derivats amfetaminics tenen afinitat pels receptors heteromeérics
a4B2, es va assajar I'antagonista 2, DHBE. Segons el mecanisme descrit per Dajas-
Bailador i Wonacott (2004) on I'activacié dels nAChR a4B2 induiria una entrada de Na*

provocant una despolaritzacié i una conseqiient obertura dels Canals de calci
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dependents de voltatge (VOCC). La DHBE no va tenir cap efecte sobre I'increment de
Ca®', el qual ens indica que possiblement tant la METH com 'MDMA no actuarien com
a agonistes d’aquests receptors, el qual es corrobora amb les corbes d’inhibicio
realitzades mitjancant electrofisiologia.

Esta descrit que les cel-lules PC12 expressen el VOCC de tipus L majoritariament
(Plummer i col., 1989). El tractament amb nitrendipi, un blocador dels L-VOCC, a una
concentracié de 0.3 pM va inhibir I'increment de Ca®* en un 30 %, i a la concentracié
de 30 uM, es va doblar I'efecte. Respecte aquest ultim resultat s’ha de tenir en compte
gue el nitrendipi a aquesta concentracid també pot actuar com a inhibidor dels
corrents a través dels nAChR (Donelly-Roberts i col., 1995). Per aquesta rad, vam
utilitzar el cadmi (Cd**), un inhibidor no selectiu dels VOCC que no bloqueja els nAChR
(Trouslard i col., 1993). El tractament amb Cd* va inhibir, aixi com el nitrendipi 0.3 uM,
un 30% lincrement induit per MDMA. Aquest resultat ens mostra que la
despolaritzacié inicial induida per I'activacié dels nAChR a7 induiria una activacié dels
canals VOCC de tipus L i una conseqiient entrada de Ca’' a través d’aquests.

Esta descrit que Ialliberacié de Ca** del reticle endoplasmatic induida per calci
(calcium-induced calcium release, CICR) esta lligada a |’activacio dels nAChR a7 (Dajas-
Bailador i Wonnacott, 2004; Dickinson i col., 2007). Alhora, treballs previs del nostre
grup van demostrar que el bloqueig dels receptors implicats en l'alliberacié de les
reserves de Ca”" del reticle endoplasmatic, inhibia la produccié de ROS induides per
MDMA (Chipana i col., 2008). Aixi doncs, es va analitzar la implicacié de el receptor IP3
i del receptor de rianodina mitjancant el tractament amb els inhibidors 2-APB i el
dantrolé, respectivament, els quals van inhibir significativament I'increment de Ca*
induit per MDMA.

L’Gs d’un quelant de Ca®* extracel-lular, 'EGTA, demostra que I'increment de
Ca®' intracel-lular s’inicia a través de I'entrada de Ca®" extracel-lular pels nAChR a7 i
dels VOCC tipus L, seguit d’una alliberacid de les reserves del reticle endoplasmatic.

La preincubacié durant 24 hores amb MDMA va induir un increment en els
nivells basals de Ca** en cél-lules PC12. Sorprenentment, I'increment de Ca®* basal es
va mantenir en el cas de I’'MDMA a diferéncia de la nicotina en que a les 24 hores de
tractament els nivells de Ca** eren iguals als nivells control. Aquests resultats

demostren que la cel-lula no té la capacitat de revertir I'increment de Ca?" induit per
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'MDMA, a diferéncia de la nicotina, el qual ens indica que una elevacié de Ca®'
sostinguda en el temps permetria I'activacié de vies dependents de Ca** implicades en
processos citotoxics, com és el cas de I'activacié de la calpaina, de manera similar al
gue ocorre en I'excitotoxicitat per glutamat.

La calpaina, és una proteasa dependent de Ca**, la seva activacié en el sistema
nervios central esta implicada en la funcid sinaptica i en la memoria, i els seus
substrats sén proteines estructurals, enzims i els receptors de glutamat. La seva
hiperactivacié esta associada a danys cel-lular importants que donen lloc a I'apoptosi i
la neurodegeneraciéo. Una de les seves proteines diana és l'espectrina, que a
consequencia de I'activacié de la calpaina es fragmenta en dos fragments (spectrin
breakdown products, SBDP) de 145 KDa i de 150 KDa (Harris i Morrow, 1988). Alhora,
la Caspasa-3, una proteasa de cisteines implicada en la cascada apoptotica també té
com a diana I'espectrina, i la seva activacidé dona lloc a dos fragments de espectrina, un
de 120 KDa (Wang, 2000) i I'altre de 150 KDa (Zhang i col., 2009). Esta demostrat que
I'increment de Ca®' intracel-lular induit per METH esta implicat en la protedlisi de
I'espectrina com a resultat de processos d’excitotoxicitat (Warren i col., 2005 ;
Staszewsky i Yamamoto, 2006) el qual esta relacionat amb el resultats recents del grup
de Northrop i col. (2010) que han demostrat que la METH indueix un increment en
I'alliberacié de glutamat dels terminals glutamatergics de I'estriat de rata que pot ser
modulada pel nAChR a7 el qual relacionaria la entrada de Ca** a través dels nAChR a7
directament amb I'alliberacié de glutamat de I'estriat que activaria els receptors AMPA
dels terminals dopaminérgics de I'estriat i la conseqlient activacié de la calpaina. Es
postula que la fragmentacié de proteines estructurals com la espectrina o la proteina
Tau induides per calpaina i per caspasa-3 podrien esdevenir biomarcardors de dany
cerebral (Pineda i col., 2004; Ringger i col., 2004; Gabbita i col., 2005).

L'activacié de la calpaina és l'inici d’'una cascada de senyalitzacié que dura a la
cél-lula a la seva apoptosi; dues de les seves proteines diana son la GSK-3 (Gofii-Oliver i
col., 2007) i 'NFkB (Baghdiguian i col., 1999; Han i col., 1999; Orio i col., 2010).

La incubacioé de les cel-lules PC12 amb MDMA durant 24 hores va donar lloc a
un increment del SBDP 145KDa i el de 150 KDa, el qual implicava I'activacié de la
calpaina; i alhora un increment en la SBDP de 120 KDa que juntament amb l'increment

en la SBDP de 150 KDa indica I'activacié de la caspasa-3 induida per MDMA. Els
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resultats descrits per Northrop i col. (2010), en un model in vivo, queden corroborats
mitjangant els resultats obtinguts amb el tractament amb MLA, que va inhibir la
fragmentacio de I’espectrina per calpaina i caspasa-3 induida per MDMA, encara que el
mecanisme d’activacié de la calpaina i la caspasa-3 que queda demostrat en aquest
treball és un mecanisme alternatiu al descrit per Northrop ja que les cél-lules PC12 no
diferenciades no expressen receptors AMPA (Sudo i col., 1997). Aix0 indica un efecte
directe degeneratiu per activacié a7 sense que estigui implicada l'alliberacié de
glutamat.

L'incubacié amb MDMA durant 24 hores va donar lloc a I'activacié de I'NFkB i la
GSK-3, que alhora va ser inhibida per I'MLA, activacié depenent de I'entrada de Ca®'
extracel-lular, tal com descriu Goiii-Oliver i col. (2009). El mateix va succeir amb la
cascada de senyalitzacié de la caspasa-3. MDMA va induir I'activacié del citocrom C,
que és alliberat de la membrana mitocondrial al citosol on té com a diana la caspasa-3.
Alhora, aquesta activacié va ser inhibida per ’'MLA, el qual indica que I’entrada de Ca**
induida per 'MDMA a través dels nAChR a7 estaria activant dos cascades de
senyalitzacid d’apoptosi que estarien implicades en la mort cel-lular induida per
aguesta droga.

Les diferéncies de I'efecte cronic in vitro amb MDMA i nicotina que trobem en
aquests treball podrien coincidir amb I'evidéncia que la nicotina és neuroprotectora
(Pauly i col., 2004; Mudo i col., 2007). La nicotina pot ser neurotoxica en determinades
circumstancies o fins i tot, pot potenciar la neurotoxicitat induida per altres
substancies (Messi i col., 1997; Pauly i col., 2004). En el nostre cas, 'MDMA indueix un
increment en la concentracié intracel-lular de Ca** a través del nAChR a7 gue no es
tampona, el qual estaria implicat en la neurotoxicitat induida per aquesta droga tal
com l’activacié de la calpaina i la caspasa-3 ens demostra. Per altra banda, hem
demostrat que I’'MDMA inhibeix I'activacié del nAChR a4p2, el qual esta descrit que
esta implicat en la dependéncia a nicotina. Per tant, per una banda, 'MDMA reduiria
I'efecte neuroprotector de la nicotina i per I'altra, incrementaria la citotoxicitat a
través de lincrement de Ca?* sostingut. Aquests efectes, juntament amb el
desplacament de les monoamines vesiculars i 'oxidacié citosolica, donarien una série

d’events importants implicats en la citotoxicitat.
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Com ja s’ha dit, I'exposicié cronica a nicotina dona lloc a la regulacié a l'al¢a
dels nAChR, canvis en I'estequiometria i increment en la funcionalitat del receptor,
fenomen anomenat regulacié a I'alga funcional (Gaimarri i col., 2007). Per tal de
determinar si la regulacid a l'alca dels nAChR a7 i a4B2 induida pels derivats
amfetaminics estava relacionada amb un augment en la funcionalitat dels receptors, es
van pretractar les ceél-lules PC12 durant 24 hores i es va mesurar la resposta
d’agonistes especifics sobre I'increment de Ca®*. Les cél-lules tractades van presentar
una resposta incrementada a I'agonista, PNU282987, selectiu dels nAChR a7, i el 5-1-A-
85380, selectiu dels nAChR amb la subunitat B2, el qual indica que 'MDMA indueix una
regulacié a I’al¢a funcional.

Encara que 'MDMA interacciona i indueix una regulacio a I’alca dels nAChR que
contenen la subunitat B2, mitjancant electrofisiologia es va demostrar que es
comportava com un antagonista respecte aquests. Els nAChR que contenen la
subunitat B2 sén poc permeables al Ca**, de manera que els assajos de fluorimetria
amb els fluorocrom Fluo-4 no van esdevenir adients per a corroborar la hipotesi. En
canvi, aquests receptors sén molt permeables al Na®, de tal manera que I'ds d’un
fluorocrom sensible al Na* s’hi esqueia més. La determinacié d’un increment de Na*
citosolic esdevé complicada d’observar ja que la diferéncia entre Na® intracel-lular i Na*
extracel-lular que permeti la correcta viabilitat de la cel-lula és de I'ordre de 10
vegades, a diferéncia del Ca®* on la diferéncia és de I'ordre de 1000 vegades superior.
El pretractament amb MDMA va inhibir I'increment de Na* citosolic induit per el 5-1-A-
85380, el qual ens indica que el mecanisme d’accié de I’'MDMA sobre els nAChR a4p2
és diferent que sobre els a7, mostrant un comportament antagonista com
posteriorment es demostra.

La presentacid d’aquestes substancies per al seu consum és una barreja
racémica dels dos isomers, tan de 'MDMA com de la METH. Pero en treballs recents
s’ha observat que els efectes addictius atribuits a aquestes substancies sén
enantioselectius. Acquas i col. (2007) descriu que la potenciacié de I'alliberacié de
dopamina en el nucli accumbens de rata per MDMA i el seu conseqlient efecte
estimulant ve donat per I'accié de la S(+)MDMA. Observen que el tractament in vivo
amb dosis de 0.61 i 1 mg/Kg de S(+)MDMA resulta el doble de potent que la barreja

racémica. Nichols i col. (1982) també observen que I'isomer S(+)MDMA és més potent
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que I'R(-)MDMA pero a nivell d’alliberacié de serotonina en cervell de rata. En canvi,
altres autors (Young i Glennon, 2008) demostren que I'isomer R(-)MDMA indueix un
increment en I'activitat motora vertical (ex: escalada) significatiu en ratolins respecte
els animals que sdn tractats amb la barreja racémica i demostra que la combinacio
amb l'isomer S(+) indueix un antagonisme de I'efecte de I'isomer R(-), i al revés. Altres
autors han demostrat que l'isomer R(-)MDMA esdevé més potent que l'isomer
S(+)MDMA (Bengel i col., 1998; Fantegrossi i col., 2005). Nash i col. (1994) estudien
I'acumulacié de monofosfat de inositol induida per MDMA en cel-lules que expressen
els receptors serotoninergics 5-HT,x 0 5-HT,, i observen que lI'isomer R(-)MDMA és
més potent que I'S(+). També existeix enantioselectivitat respecte a la farmacocinética.
Pizarro i col (2004) observen diferencies a nivell d’inhibicié del CYP2D6 i demostren, en
un estudi en humans, que després de I'administracié del compost, a partir de les
primeres 12-24 h, els nivells plasmatics de I’'MDMA sén deguts a I’enantiomer R(-). Aixi
doncs, 'estudi de I'enantioselectivitat esdevé clau en la descripcié dels mecanismes
estimulants induits per aguestes substancies.

Mitjancant assajos d’unié i de fluorimetria amb els enantiomers R(-) i S(+) de
I'MDMA vam observar que I'isomer R(-) era el que presentava més afinitat pels nAChR
a4B2 i coincidia amb la concentracié inhibitoria 50 per aquest subtipus de receptor,
pero en cap dels 2 casos 'MDMA va induir un increment de sodi intracel-lular, per tant,
el comportament sobre aquest subtipus de receptor és d’antagonista sent el R(-) més
afi i potent que I’'S(+). Per altra banda, mitjancant assajos de fluorimetria per a
determinar I'entrada de Na®, es va observar que la METH, encara que presentava
diferéncies entre enantiomers a nivell d’afinitat esdevenint la R(-)METH més afi, no
presentava diferencies funcionals sobre els receptors a4B2, pero, a diferencia de
I'MDMA, la METH es comporta com a agonista parcial dels nAChR a4B2, la qual cosa
podria explicar la major dependéencia que produeix, si es compara amb I’'MDMA.

En el cas dels nAChR a7, no es van observar diferéncies d’afinitat de I'R(-) i
I’'S(+)MDMA, el qual coincideix amb els assajos funcionals d’entrada de Ca® ja que, en
presencia del modulador al-lostéric del receptor nicotinic a7 PNU120596, la resposta
induida per ambdds enantiomers no era significativament diferent i les CEsg no diferien
entre elles. Per tant, en el cas de 'MDMA, |'efecte agonista parcial sobre els nAChR a7

a nivell funcional i d’unié no difereix entre enantiomers. En el cas dels assaigs d’unio
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pels nAChR a7, la S(+)METH va presentar una afinitat d’ordre micromolar alt.
Mitjancant assaigs de fluorimetria de calci, la S(+)METH va presentar una CEsgi una Clsg
més baixes i significativament diferents a les de la R(-)METH, el qual indicava que la
S(+)METH és més potent que I'R(-)METH sobre els nAChR a7.

El mecanisme d’accié6 de I'MDMA i la METH descrit en aquesta tesi
complementa el mecanisme d’accié principal d’aquestes drogues sobre el
transportador de dopamina i el VMAT, incrementant el nombre de receptors nicotinics
presinaptics i la concentracié de calci intracel-lular, el qual activara la PKC i la nNOS
incrementant la oxidacié de la dopamina i la concentracié de ROS i, per tant,
potenciant la degeneracié dels terminals dopaminergics.

A més, a diferéncia de la Nicotina que a llarg termini induiex una
desensibilitzacié dels receptors nicotinics, 'MDMA indueix una activacié continuada
dels receptors sense desensibilitzar-los, tal com s’ha demostrat amb els increments
dels nivells basals de calci sostinguts al llarg del temps, el qual potenciaria la
neurotoxicitat sobre els terminals dopaminergics a llarg termini. Aixi doncs podriem
deduir que I'exposicié repetida a aquestes substancies induiria addicionalment una
espécie d’excitotoxicitat mediada pels receptors nicotinics a7. L'efecte diferent sobre
els receptors heteromerics per part de la METH (agonista parcial) podria tenir
consequencies pel que respecta al poder adddictiu.

L’'MDMA indueix I'alliberacié de dopamina i serotonina del terminal neuronal ja
que reverteix els transportador DAT i SERT. També s’ha vist que 'MDMA afavoreix
I'alliberacié d’acetilcolina la qual actuant sobre els nAChR a4B2 contribuiria a
I’'augment de dopamina en el nucli accumbens, fet que estaria implicat directament en
I’efecte psicoestimulant dels derivats amfetaminics. La R(-)MDMA és més potent que
la S(+)MDMA i inhibeix I'entrada de Na* a través dels a4B2. La Clsp és de 0.63 uM,
concentracido que s’assoleix perfectament després de la seva administracié a dosis
recreatives, aixi doncs, a I'efecte propiament estimulant de 'MDMA se li afegiria el fet
que l'isomer R(-) actuaria com a antagonista a4p2 el qual implicaria la inhibicié de
I'alliberaci6 de dopamina induida per acetilcolina. Podriem dir doncs, que
probablement I'isomer R(-) de 'MDMA és menys psicoestimulant i menys addictiu que
I'isdomer S(+). La METH, en actuar com agonista parcial dels receptors a4f2 (encara que

a dosis més altes) estaria desprovista d’aquest efecte tamponant de I'addiccid.
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Conclusions

1. UMDMA i la METH presenten afinitat pels receptors nicotinics a7 i a4p2 d’ordre
micromolar. En tots els assajos 'MDMA ha demostrat major afinitat pels diferents
subtipus de nAChR. Les K; obtingudes per ambdues drogues han estat concentracions
d’ordre micromolar, les quals poden assolir-se al cervell després de I'administracio
d’aquestes drogues. Es important destacar que els valor de la K; més baixos sén els de
la METH i I’'MDMA en front els nAChR a4pB2, el qual ens indica que aquestes drogues
tenen més afinitat pels receptors nicotinics heteromeérics, implicats en els processos
d’addiccio, els quals sén els més abundants en el sistema nerviés central (SNC)i per

tant, mediaran part dels seus efectes finals.

2. 'MDMA i la METH provoquen una regulacié a I'al¢a in vitro i in vivo d’ambdés tipus

de nAChR mitjangant mecanismes a nivell postranscripcional.

3. La regulacié a l'al¢ca induida per I’ MDMA dona lloc a un augment en la funcionalitat
dels receptors nicotinics tan a7 com a4B2 ja que indueix un increment en la resposta
als agonistes especifics d’ambdds subtipus de receptors, a diferencia de la nicotina que
indueix la desensibilitzacié dels receptors a llarg termini. Aixd ens fa pensar en que

I’administracié d’"MDMA pot potenciar I'addiccié a la nicotina.

4.’ MDMA i la METH indueixen I'entrada de calci en cél-lules PC12 que no es tampona
com passa amb la nicotina. La principal via d’'increment de calci induit per aquests

derivats amfetaminics és un agonisme parcial sobre els receptors nicotinics a7.

5. El tractament sostingut amb MDMA indueix un increment en els nivells basals de
calci que podrien estar implicats en procesos de neurotoxicitat, alhora que indueix una
activacié de les vies d’apotosi de la calpaina i la caspasa-3 en les quals esta implicada

en |"activacio de I’'NFkB, la GSK-3 i la sortida del Citocrom C del mitocondri al citosol.
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6. MDMA és antagonista dels receptors nicotinics a4p2 i la METH agonista parcial

d’aquests receptors, el qual explicaria diferéncies a nivell de dependéncia.

7. Sobre el receptor nicotinic a4B2:
-Els enantiomers de I'MDMA es comporten com antagonistes i presenten
diferencies d’afinitat i funcionalitat (Clsg) sent I'enantiomer R(-) més afi que
I’'S(+). Donat que la funcié d’aquest és com antagonista, cal deduir que la
presencia de I'’enantiomer R(-) disminuiria la capacitat adictiva de |I’éxtasi.
-Els enantiomers de la METH es comporten com agonistes parcials i presenten

diferéncies significatives d’afinitat pero no a nivell funcional.

8. En quant al receptor nicotinic a7:
-Els enantiomers de 'MDMA sén agonistes parcials i no presenten diferéncies
d’afinitat ni de funcionalitat, ja que indueixen un increment de calci similar, i
per tant, no presenten diferéncies a nivell neurotoxic.
-Els enantiomers de la METH presenten diferéncies funcionals a nivell dels
receptors nicotinics a7, esdevenint I’'S(+)METH un agonista parcial més potent

que I'R(-)METH.

9. La delecié del receptor nicotinic a7 no té efectes neuroprotectors sobre la
neurotoxicitat dopaminérgica induida per 'MDMA en ratolins, pero aquest resultat no
descarta la implicacié d’aquests receptors en la neurotoxicitat per derivats

amfetaminics en els animals de soca salvatge.
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Abstract

Previous work from our group indicated that a7 nicotinic acetylcholine receptors (a7 nAChR) potentially play a role in methamphetamine
(METH) and 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA) neurotoxicity. The aims of the present study were two-fold: (1) to demonstrate the
interaction of METH and MDMA with homomeric a7 nAChR ([*H]methyllycaconitine binding) and other heteromeric subtypes ([*H]epibatidine
binding); and (2) to show the effects of amphetamine derivative pretreatment on the density of binding sites. METH and MDMA displaced [*H]
methyllycaconitine and [*H]epibatidine binding in membranes from NGF-differentiated PC 12 cells and mouse brain, with K; values in the
micromolar range, MDMA revealing a greater affinity than METH. In addition, METH and MDMA induced a time- and concentration-dependent
increase in [° H]methyllycaconitine and [*H]epibatidine binding; which had already been apparent after 6 h of pretreatment, and which peaked in
differentiated PC 12 cells after 48 h. The highest increases were found in [*H]epibatidine binding, with MDMA inducing higher increases than
METH. Treatment with METH and MDMA increased By, of high-affinity sites for both radioligands without affecting K. The heightened binding
was inhibited by pretreatment with cycloheximide, suggesting the participation of newly synthesised proteins while inhibition of protein trafficking to
plasma membrane did not block up-regulation. The effects of protein kinase and cyclophilin inhibitors on such up-regulation were explored, revealing
a rapid, differential and complex regulation, similar to that described for nicotinic ligands. All of these results demonstrate that METH and MDMA
have affinity for, and can interact with, nAChR, inducing their up-regulation, specially when higher doses are used. Such effects may have a role in
METH- and MDMA-induced neurotoxicity, cholinergic neurotransmission, and in processes related to addiction and dependence.
© 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction these drugs have been shown to be neurotoxic in animal models

(see reviews by Davidson et al., 2001; Green et al., 2003) in

Amphetamine derivatives, such as methamphetamine
(METH, speed) and 3,4-methylenedioxymethamphetamine
(MDMA, ecstasy) are widely abused drugs, mainly by young
people in recreational settings. Beside their stimulatory effects,
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NGF, nerve growth factor; PKA, protein kinase A; PMSF, phenylmethane-
sulfonyl fluoride; ROS, reactive oxygen species.
* Corresponding author. Unitat de Farmacologia i Farmacognosia, Facultat de
Farmacia, Av. Joan XXIII s/n, 08028 Barcelona, Spain. Fax: +34 934035982.
E-mail address: d.pubill@ub.edu (D. Pubill).
' Contributed equally to this work.

0041-008X/$ - see front matter © 2007 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.taap.2007.05.015

which deleterious effects in dopamine (DA) and serotonin nerve
terminals have been reported. In addition, signs derived from
neurotoxicity have been described in humans who are heavy
users of such drugs (Parrott et al., 2002; Quednow et al., 2006;
Reneman et al., 2001; Volkow et al., 2001).

Although oxidative stress has been proposed as a key
neurotoxic mechanism induced by these drugs (Cadet et al.,
1995; Yamamoto and Zhu, 1998), several aspects surrounding
the concrete pathways involved in METH- and MDMA-induced
reactive oxygen species (ROS) generation remain unresolved.
Our research group has recently reported not only that METH
and MDMA induce ROS production inside rat and mouse
striatal synaptosomes, but also that endogenous DA is needed
for this reaction to occur (Pubill et al., 2005; Escubedo et al.,
2005; Chipana et al., 2006). We also determined that methyl-
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lycaconitine, an antagonist of a7 nicotinic acetylcholine
receptors (a7 nAChR), prevented in vitro ROS generation and
attenuated in vivo neurotoxicity, thus implicating o7 nAChR in
the toxicity of amphetamine derivatives.

o7 nAChR are homomeric ligand-gated ion channels whose
activation induces calcium influx. Calcium entry could favour
the activation of Ca**-dependent enzymes such as protein kinase
C and nitric oxide synthase, which have similarly been
implicated in the neurotoxicity of amphetamines (Deng and
Cadet, 1999; Kramer et al., 1998).

In light of these findings, we believed it necessary to assess
whether METH and MDMA have a direct interaction with o7
nAChR. Certain previous reports have suggested that amphe-
tamines interact with different nicotinic receptors. Liu et al.
(2003) reported that D-amphetamine acts as an agonist on
nicotinic receptors (probably «7) in bovine chromaffin cells,
inducing catecholamine release. In addition, Skau and Gerald
(1978) had reported that D-amphetamine inhibits o«-bungaro-
toxin binding at the neuromuscular junction in mice, while
Klingler et al. (2005) recently identified nAChR as one of the
physiological targets of MDMA in the neuromuscular junction.
Our previous findings (Pubill et al., 2005; Escubedo et al., 2005;
Chipana et al., 2006) relate such an interaction to neurotoxicity.
Moreover, as it has been extensively reported that chronic
treatment with nicotine and nicotinic ligands induces an up-
regulation of nicotinic receptors in CNS (Marks et al., 1983;
Flores et al., 1992), the effect of amphetamines on nicotinic
receptor populations warrants further study.

The aim of this study was to demonstrate, using radioligand
binding assays, the interaction of METH and MDMA with
homomeric a7 nAChR and heteromeric subtypes of nicotinic
receptors, such as a4p2. In addition, we investigated the effects
of pretreatment with METH and MDMA on nAChR densities.
We used differentiated PC 12 cells as an experimental model due
to the fact other authors have similarly utilised them to evaluate
the neurotoxicity of amphetamines (Wei et al., 1997; Imam et al.,
2002). Moreover, they not only express nAChR, including the o7
subtype (Henderson et al., 1994; Blumenthal etal., 1997), but also
provide an in vitro model for the up-regulation of nAChR, which
occurs in vivo following chronic exposure to nicotine (Madhok
et al., 1995, Takahashi et al., 1999; Jonnala and Buccafusco,
2001). Additionally, the affinity of these compounds for nAChR
in a mouse brain membrane preparation was assessed.

Methods

PC 12 cell cultures. ~ Wild-type PC 12 cells were generously provided by Dr.
J. Serratosa (Dept. of Neurochemistry, Pharmacology and Toxicology, CSIC-
IDIBAPS, Barcelona, Spain). The culture was routinely plated in 92 mm dishes
(Nunc) coated with collagen and maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) supplemented with heat-inactivated 5% fetal bovine serum,
10% horse serum, 10 mM HEPES, 2 mM glutamine, 25 Ul/ml penicillin and
25 pg/ml streptomycin. Cells were cultured to semi-confluency in a humidified
5%CO, atmosphere at 37 °C and medium was changed every 2—3 days. For
splitting, cells were dislodged from the dish using a pipette with medium, with a
portion of these replated onto new culture dishes. Cells were used between
passages 12 and 18.

To ensure their proper differentiation, cells were mechanically dislodged and
seeded (200x 10° cells per well) onto collagen-coated 24-well plates (Nunc) or

92 mm dishes in medium containing 50 ng/ml nerve growth factor (NGF,
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), 1% horse serum, 10 mM HEPES and
2% glutamine in DMEM. Under these conditions, the cells developed a neuronal
phenotype with neurite outgrowth that was already apparent 24 h after seeding.
As the expression of o7 nAChR varies during the differentiation period, we
always used the cells at day 4 of differentiation (Takahashi et al., 1999).

Cell membrane preparations.  This preparation was used for competition and
saturation experiments. PC 12 cells were grown and differentiated on 92 mm
dishes. Four dishes were used for each experiment. Cells were mechanically
detached, pelleted by centrifugation (800xg, 4 min, 4 °C), and homogenised in
ice-cold 50 mM Tris—HCI buffer (pH 7.4) containing 4.5 pg/pl aprotinin and
0.1 mM phenylmethylsulphonylfluoride (PMSF) with a Polytron homogenizer.
The homogenate was centrifuged for 20 min at 13,000xg (4 °C) and the resulting
pellet resuspended and re-centrifuged. The final pellet was resuspended in buffer
and the protein concentration determined using the BioRad Protein Reagent
(Bio-Rad Labs. Inc., Hercules, CA, USA) according to the manufacturer’s
specifications. The cell membrane preparation was stored at —80 °C until later
use in binding experiments.

Whole brain membrane preparations.  Adult male Swiss CD-1 mice (Charles
River, Barcelona, Spain) weighing 28-32 g were used. Experimental protocols
regarding the use of animals in this study were approved by the Animal Ethics
Committee of the University of Barcelona under the supervision of the
Autonomous Government of Catalonia, and in accordance with guidelines of the
European Communities Council (86/609/ECC). Efforts were made to minimize
suffering and reduce the number of animals used.

Mice were killed by cervical dislocation. Immediately after being
euthanized, they were decapitated and the brains rapidly removed from the
skull. The cerebellum was quickly dissected out and discarded and the rest of
brain frozen on dry ice and stored at —80 °C until later use.

When required, brains were thawed, pooled and homogenised at 4 °C in 10
volumes of buffer consisting of 5 mM Tris—HCI, 320 mM sucrose and protease
inhibitors (aprotinin 4.5 pg/pl, 0.1 mM PMSF and 1 mM sodium orthovanadate),
pH 7.4 using a Polytron homogenizer. The homogenates were centrifuged at
15,000%xg for 30 min at 4 °C. The pellets were resuspended in fresh buffer and
incubated at 37 °C for 10 min to remove endogenous neurotransmitters. The
protein samples were subsequently re-centrifuged and washed two additional
times. The final pellets (crude membrane preparations) were resuspended in
50 mM Tris—HCI buffer plus protease inhibitors and stored at —80 °C until later
use in radioligand binding experiments. Protein concentration was determined as
described above.

[P H]Methyllycaconitine binding. ~ [*H]Methyllycaconitine binding was used
to quantify homomeric a7 nAChR. For competition and saturation assays,
binding of [PHJMLA to brain and PC 12 cell membranes was measured as
described by Davies et al. (1999). 0.25 ml of membranes (containing 500 ug of
brain membranes or 50 pg of PC 12 membranes) was incubated in borosilicate
glass tubes with 3 nM [PHJMLA (60 Ci/mmol, American Radiolabeled
Chemicals INC., St. Louis, MO), in the absence or presence of increasing
concentrations of METH or MDMA, in a final volume of 0.5 ml for 2 h at 4 °C.
For saturation experiments a range of nanomolar concentrations of [P’H]MLA was
used. Incubation buffer consisted of 50 mM Tris—HCI, 120 mM NaCl, 2 mM
CaCl,, | mM MgSO, and 0.1% bovine serum albumin. Non-specific binding was
determined from tubes containing 1 pM unlabeled MLA and was subtracted from
total binding values. Incubation was completed by rapid filtration under vacuum
through Whatman GF/B glass fibre filters (Whatman Intl. Ltd., Maidstone, U.K.)
pre-soaked in 0.5% polyethyleneimine. Tubes and filters were washed rapidly 3
times with 4 ml ice-cold 50 mM Tris—HCL

To study the effects of METH and MDMA pretreatment on a7 nAChR
populations, binding of [°’H]MLA was conducted on intact cells to ensure surface
binding to functional receptors, since PC 12 cells reportedly contain intracellular
non-functional nicotinic receptors (Blumenthal et al., 1997). Cells were
pretreated as described for each experiment (see Results). The day of the
experiment culture medium was removed and immediately replaced by identical
medium containing 3 nM [PHJMLA. Non-specific binding was determined in
wells containing 1 tM unlabeled MLA. The cells were incubated for 1 hat 37 °C.
Thereafter, they were harvested and immediately filtered as described above.
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Wells and filters were washed 3 times with 2 ml of ice-cold 50 mM Tris—HCl
buffer.

[ H]Epibatidine binding. ~ [*H]Epibatidine binding was used to label hetero-
meric nAChR, which in CNS are mainly o4p2. Competition binding
experiments in PC 12 cells and mouse whole brain were carried out using the
membrane preparations described above. They were performed in glass tubes
containing 1 nM [*H]epibatidine (at this concentration primarily a42 receptors
are labeled; Avila et al., 2003), the competing drugs (METH and MDMA) at
increasing concentrations, and either 50 pg of PC 12 membranes or 300 pg of
brain membranes. For saturation experiments, a range of [*H]epibatidine
concentrations was used. The incubation buffer consisted of 50 mM Tris—HCl
plus protease inhibitors and incubation was carried out for 3 h at 25 °C. Non-
specific binding was determined in the presence of 300 uM nicotine. Binding
was terminated by filtration and data were treated as explained below.

To measure variations on the surface receptors in PC 12 cells, a protocol
similar to that described for [P’HJMLA on intact cells was used with the
difference that cells were incubated with 2 nM [*H]epibatidine (55.5 Ci/mmol,
Perkin Elmer, Boston, MA) for 90 min at 37 °C and non-specific binding was
determined in the presence of 300 uM nicotine.

In all binding experiments, the radioactivity retained on the filters was
counted by liquid scintillation spectrometry. Specific binding was defined as the
difference between the radioactivity measured in the absence (total binding) and
in the presence (non-specific binding) of an excess of unlabeled ligand. Different
determinations were performed in duplicates or triplicates for each experiment
with every experiment repeated at least three times with similar results.

Drugs and reagents. ~MDMA was provided by the National Health
Laboratory (Barcelona, Spain); DMEM, culture serums and antibiotics were
purchased to GIBCO (Invitrogen Corp., Paisley, U.K.); H-89 was from
Calbiochem (La Jolla, CA); GF 109203X was from Tocris (Avonmouth, U.K.)
and the rest of drugs and reagents, unless otherwise specified, were from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO).

Data analysis. ~ Comparisons between single treatment groups and their
respective control values were performed using the Student’s z-test. When
multiple treatment groups were compared with the same control, one-way
analysis of variance (ANOVA) was performed with Tukey’s post-hoc tests.
Statistical significance was taken at a P value<0.05.

Saturation binding analysis was performed using Radlig 6.0 software (G.A.
McPherson, Biosoft, Cambridge, U.K.). For [’H]MLA binding, experimental
data were best fitted to a one-site model, while [*H]epibatidine binding data
were best fitted to a two-site model including a high-affinity site (which was
taken to make comparisons between treatments) and a low affinity site.

Competition binding curves were plotted and calculated by nonlinear
regression using GraphPAD Prism (GraphPAD software, San Diego, CA). Data
were best fitted to a one-site competition model and a value of ICs, was obtained.
The K; values (the concentration that occupies 50% of the receptor population)
for competing drugs were calculated using the equation by Cheng and Prusoff:
K;=1Csq/(1+(L/Ky)), where L is the total radioligand concentration and Ky is the
dissociation constant of the radioligand. Ky values for [PHIMLA and [°H]
epibatidine binding in PC 12 cells were obtained from the saturation experiments
carried out in our laboratory (0.5 nM and 0.12 nM, respectively) while the K4
values in mouse brain were obtained from literature that used the same protocols,
namely Whiteaker et al. (1999) for PH]MLA in mouse brain membranes (2.2 nM)

and Marks et al. (1998) for [H]epibatidine in mouse brain membranes (18 pM).

Results
METH and MDMA displace [PH]MLA binding

METH and MDMA displaced [°’H]MLA binding in both PC
12 cells and mouse brain (Fig. 1), with K; values in the
micromolar range for both substances and of the same order
between each preparation (Table 1). MDMA showed higher
affinity (lower K;) for a7 nAChR than did METH. The Hill
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Fig. 1. Representative competition curves showing the inhibition of [’H]MLA
binding by METH and MDMA in membranes from PC 12 cells (panel A) and
mouse brain (panel B). Membranes were incubated for 2 h at 4 °C with 3 nM
[PHIMLA in the absence or presence of increasing concentrations of METH or
MDMA. Inhibition curves were calculated using the nonlinear least squares
method and adjusted to a one-site model. Data represent the means of duplicates
and the experiments were performed three times with similar results.

coefficients in PC 12 cells did not significantly differ from 1,
indicating a competitive displacement, while in brain mem-
branes values were significantly less than unity, suggesting a
more complex interaction.

METH and MDMA displace [>H]Jepibatidine binding

When [*H]epibatidine was used as a radioligand to label
heteromeric nAChR, a concentration-dependent binding dis-
placement was found also for METH and MDMA (Fig. 2) with
K; values in the micromolar range (Table 2). Similarly, MDMA
had higher affinity than METH. However, the affinity of METH
for [*H]epibatidine binding sites was higher than that found for
[PH]MLA-labeled sites. The highest affinities were found in
brain membranes, where both substances displayed K; values in
the low micromolar range. The Hill coefficients resulting from
our analysis of competition data were not significantly different
from unity, thus indicating a competitive displacement profile.

METH and MDMA increase the density of nicotinic receptors
When PC 12 cells were pretreated with either METH or

MDMA for 24 h, at concentrations ranging from 1 to 500 pM,
concentration-dependent increases in ["HJMLA and [*H]
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Table 1
K; values of METH and MDMA against [°’H]MLA binding in PC 12 cells and
mouse brain

Table 2
K; values of METH and MDMA against [*H]epibatidine binding in PC 12 cells
and mouse brain

Drugs PC 12 cells Mouse brain Drugs PC 12 cells Mouse brain

Ki (uM) ny Ki (uM) ny K; (uM) iy Ki (uM) ny
METH 283+109 1.20+0.15 369.77+95.61 0.29+0.08** METH 155.36+5.36 0.76+0.11 23.90+2.65 1.27+0.28
MDMA 15.35+1.03 1.35+0.11 34.21+6.71 0.40+0.27* MDMA 25.71+3.13 0.92+0.04 0.76+0.11 0.83+0.12

The K; values from competition binding curves shown in Fig. 1 were calculated
using the Cheng—Prusoff equation. The concentration of [°’H]MLA used in these
assays was 3 nM. Competition curves were modeled to one site. Data are
presented as the mean+S.E.M. from three independent experiments carried out
on duplicates. * P<0.05 and ** P<0.01 vs. 1 (one sample -test).

epibatidine binding were found (Fig. 3), indicating up-
regulation of homomeric a7 and heteromeric nAChR on the
cell surface. In general, MDMA induced higher increases than
METH and the highest increases were found in [*H]epibatidine
binding. These effects are in agreement with the relative
affinities of these drugs for the two types of receptors. A
concentration of 300 uM was chosen for further experiments.
Time-course experiments demonstrated that significant
increases in [’H]MLA (Fig. 4A) and [*H]epibatidine binding
(Fig. 4B) were already apparent after 6 h of pretreatment,
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Fig. 2. Representative competition curves showing the inhibition of [*H]
epibatidine binding by METH and MDMA in membranes from PC 12 cells
(panel A) and mouse brain (panel B). Membranes were incubated for 2 h at4 °C
with 2 nM [*H]epibatidine in the absence or the presence of increasing
concentrations of METH or MDMA. Inhibition curves were calculated using the
nonlinear least squares method and adjusted to a one-site model. Data represent
means of duplicates and the experiments were performed three times with
similar results.

The K; values from competition binding curves shown in Fig. 2 were calculated
using the Cheng—Prusoff equation. The concentration of [*H]epibatidine used in
these assays was 1 nM. Competition curves were modeled to one site. Data are
presented as the mean+S.E.M. from three independent experiments carried out
on duplicates.

increasing at 24 h and reaching a maximum at 48 h. Longer
incubation periods were not tested to avoid any toxic effects
from amphetamines at the concentrations used (Fornai et al.,
2004). MDMA induced higher receptor increases than did
METH when measured after 24 h of treatment, with and the
greatest increases found in [*H]epibatidine binding (Fig. 4).

Saturation experiments

Saturation binding experiments were performed to ascertain
whether the treatment with amphetamine derivatives enhanced
radioligand binding by increasing the number of receptors
(increase in By,,x) or by increasing their affinity for the ligand
(reduction in Ky4). The assays were performed on membranes
from differentiated PC 12 cells untreated (control) and treated
with 100 uM MDMA or METH for 24 h.

[PHJMLA saturation experiments revealed the existence of
saturable and concentration-dependent specific binding to a7
nAChR. Data were best fitted to a one-site model (Fig. 5A) and,
accordingly, the corresponding Scatchard plots were linear (Fig.
5B). Analysis provided that treatment with MDMA increased
the density of a7 nAChR (By.x values: 532+43 fmol/mg,
control; 69016 fmol/mg, METH, P<0.05 vs. control; 787+
62 fmol/mg, MDMA, P<0.01 vs. control) without significantly
affecting the affinities (K4 values: 0.43+0.26 nM, control;
0.65+£0.21 nM, METH; 0.51+0.16 nM, MDMA; all P>0.05
vs. control). The Hill coefficients were 0.999, indicating the
presence of a single or homogeneous population of binding
sites in our cell line.

Data from [*H]epibatidine saturations were best fitted to a
two-site model bearing a high affinity and a low-affinity
component (Fig. 5C). Accordingly, Scatchard plots were
curvilinear (Fig. 5D). Treatment with METH and MDMA
increased the density of receptors in high-affinity state (Bpax
values: 57+£9 fmol/mg, control; 96+10 fmol/mg, METH,
P<0.05 vs. control; 129+15 fmol/mg, MDMA, P<0.05 vs.
control) while there were no significant differences in the
affinities (Kq values: 109+20 pM, control; 105+15 pM METH
and 122+9 pM, MDMA, all P>0.05 vs. control).

Role of protein synthesis, cyclophilin A and receptor trafficking

Cycloheximide (CHX, 1 pg/ml, an inhibitor of protein syn-
thesis) was tested against METH and MDMA (both at 300 uM)
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Fig. 3. Concentration—effect curves showing the effects of METH and MDMA on [°’H]MLA (panel A) and [*H]epibatidine (panel B) binding in NGF-differentiated PC
12 cells. Cells were pretreated with different concentrations of METH or MDMA for 24 h and thereafter radioligand binding to cell surface receptors was carried out.
Data are expressed as the percentage of increase with respect to control cells and represent the means+S.E.M. of three separate experiments carried out in triplicates.

All the increases are statistically significant vs. untreated cells.

treatment (6 h). Longer incubation periods with CHX were not
tested because we detected both a loss in cell viability and
detachment from the culture plates. CHX inhibited the increase
in both [’H]MLA and [*H]epibatidine binding sites, suggesting
that such up-regulations require protein synthesis (Figs. 6A, B).

Cyclosporin A (CsA, 1 uM, a cyclophilin A inhibitor) alone
did not affect [’H]MLA binding but significantly inhibited
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Fig. 4. Time-course study of the increases in [PH]MLA (panel A) and [*H]
epibatidine (panel B) binding sites induced by METH and MDMA (300 pM).
PC 12 cells were incubated with amphetamine derivatives over 6, 24 and 48 h.
Thereafter radioligand binding was performed on intact cells in culture. Data
represent the means+S.E.M. of three separate experiments carried out in
triplicates (*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. untreated cells; #P<0.05,
#p<0.01, ¥ P<0.001 vs. METH at the same incubation time).

METH- and MDMA-induced a7-nAchR up-regulation after a
24 h treatment (76+2% increase METH vs. 46+6% increase
CsA+METH, P<0.01; 135+3.8% increase MDMA vs. 106+
1.3% CsA+MDMA, P<0.01). By contrast, CsA induced up-
regulation in [*H]epibatidine binding (about 50% increase, data
not shown), making it difficult to assess a neat effect on METH-
and MDMA-induced up-regulation. The concentration of CsA
used has been reported to be non-toxic for the cells (Schroeder
et al., 2003).

To assess whether receptor trafficking to plasma membrane
plays a role in METH/MDMA-induced up-regulation, cells
were pretreated with brefeldin A (BFA, 3 uM), a fungal
metabolite that disrupts the Golgi apparatus, thereby inhibiting
intracellular trafficking of proteins to the cell surface and
interfering late steps of maturation (Klausner et al., 1992). Cells
exposed to BFA alone for 18 h showed a marked decrease in
receptor binding, which is indicative of the effectiveness of
treatment with BFA. However, when cells were treated with
METH or MDMA in the presence of BFA, the binding sites
were still up-regulated in a similar percentage (about two-fold
increase) over its respective control (BFA alone) than in cells
not pretreated with BFA (Fig. 6C). This indicates that receptor
trafficking is not crucial for nAChR up-regulation.

Role of protein kinases

To determine other possible pathways implicated in such up-
regulation, the participation of several protein kinases was
investigated.

H-89 (100 nM, a protein kinase A (PKA) inhibitor) was
tested against METH and MDMA (both at 300 uM) treatment
(6 h). H-89 alone significantly increased the number of [*H]
epibatidine binding sites (Fig. 6B) (about a 70—80% increase
after 6 h of treatment), making it difficult to assess the effects of
PKA inhibition on the receptor increases induced by METH and
MDMA. Although the highest values in [*H]epibatidine
binding were obtained from cells treated with H-89 plus
METH or MDMA, such increases — when compared to their
respective control (treated with H-89 alone) — were not
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significant. Interestingly, treatment with H-89 had no significant
effect on [PH]MLA binding sites; in this case, the increase
induced by METH or MDMA was not modified. H-89 alone
also induced nAChR up-regulation when incubated for 24 h and
its effects on METH and MDMA effects were similar to those
obtained after a 6-h treatment (data not shown).

The PKC inhibitor GF-109203X (GF, 0.3 uM), tested ina24 h
treatment, did not affect either basal levels of [*H]epibatidine or
[’H]MLA binding nor the increase in [?’H]MLA binding induced
by both amphetamine derivatives, but potentiated the increase in
[’H]epibatidine binding induced by METH and MDMA (161 +
1.6% METH vs. 191.1+5.5% GF+METH, P<0.01; 124+
10.3% MDMA vs. 181£6% GF+MDMA, P<0.05).

The protein tyrosine-kinase inhibitor genistein (20 uM) was
also tested against 300 uM METH- and MDMA-induced
nAChR up-regulation. Genistein alone, when incubated with
cells for 6 h, induced significant increases in both [*H]epi-
batidine and [PHJMLA binding that were not modified by
METH or MDMA (data not shown). However, when
incubation was carried out for 24 h, genistein induced
significant decreases in binding levels ([*H]epibatidine:
36.18+2.9% genistein vs. 100£6.7% Ctrl, P<0.001; [*H]
MLA: 64+2.4% genistein vs. 100+£2.6% Ctrl, P<0.001). At
this incubation time, when METH or MDMA were added in the
presence of genistein, the nAChR up-regulation was signifi-

cantly reduced. The increases in binding with respect to its
corresponding control (vehicle or genistein alone) were for [*H]
epibatidine: 109.2+6.8% MDMA vs. 42.9+£4.2% genistein+
MDMA P<0.01, 161+1.6% METH vs. 91+5.3% genistein+
METH P<0.001; and for [’HIMLA: 135+3.8% MDMA vs.
88+5% genistein+t MDMA P<0.01, 76£2% METH vs. 35+
2.6% genistein+ METH P<0.001.).

Discussion

Previous work from our group pointed to a role of a7
nAChR in METH and MDMA-induced neurotoxicity both in
vivo and in vitro (Pubill et al., 2005; Escubedo et al., 2005;
Chipana et al., 2006) because MLA, an a7 nAChR antagonist,
attenuated such neurotoxic effects. From these results we found
necessary to assess a possible interaction of these amphetamine
derivatives with nAChR.

METH and MDMA displaced both [*H]MLA and [*H]
epibatidine binding in PC 12 cells and in mouse brain, indicating
that they can directly interact with nAChR. MDMA displayed
higher affinity than METH for both subtypes of nAChR. The
resulting K; values fell in the micromolar range, although some
of them are in the low micromolar range (i.e. effects of MDMA
on both subtypes of nAChR) and others in the high micromolar
range (i.e. METH effects on [PH]MLA binding). Such dif-
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Fig. 6. Effects of cycloheximide (CHX, 1 pg/ml) and H-89 (100 nM) on the
increase in [PH]MLA (panel A) and [*H]epibatidine (panel B) binding sites
induced by METH and MDMA in NGF-differentiated PC 12 cells. CHX and H-
89 were added to the culture medium 30 min before METH or MDMA.
Incubation with amphetamine derivatives was carried out for 6 h. Data represent
the means+S.E.M. of three separate experiments carried out in triplicates
(*P<0.05, ¥**P<0.01, ***P<0.001 vs. untreated cells; “P<0.05 vs. METH,
$P<0.05 vs. MDMA). Panel C shows the effects of inhibition of protein
trafficking to plasma membrane on METH/MDMA-induced nAChR up-
regulation. Cells were treated with METH or MDMA (300 pM) for 18 h in
the absence or presence of brefeldin A (BFA), which was added 15 min. before
amphetamine derivatives. Data are the means+S.E.M. of three separate
experiments carried out in triplicates (***P<0.001 vs. Ctrl; “P<0.05,
&&p<0.01 vs. BFA alone).

ferences suggest also a different physiological relevance among
the effects of METH and MDMA on both subtypes of nAChR
that would highly depend on the doses administered. Low
micromolar concentrations are achievable in the brain after
administration of these drugs (Chu et al., 1996, Kitaichi et al.,

2003; Johnson et al., 2004). Special attention must be paid in the
affinity of MDMA for heteromeric receptors (K; about 0.7 uM)
which is practically the same that the K; displayed by MDMA
for the serotonin transporter, its main physiological target
(0.61 pM, Battaglia et al., 1988). Therefore an interaction of
MDMA on heteromeric nAChR at recreational doses is certainly
possible. On the other hand, the effects derived from the
interaction of METH with a7 nAChR would take place at high
neurotoxic doses. However, the number of published kinetic
studies in humans is limited and there are several factors that
could increase the concentration of amphetamine derivatives in
brain after a non-controlled consumption (i.e. smoked, intranasal
or intravenous methamphetamine, association with other drugs,
changes in blood—brain barrier permeability, etc.). Therefore,
the interaction of METH and MDMA with nAChR in vivo could
feasibly occur after drug intake. The fact that the lowest K;
values were found against [*H]epibatidine binding indicates that
METH and MDMA display higher affinity for heteromeric
nAChR (which are the most abundant in CNS) than for the
homomeric a7 subtype. The pharmacodynamic consequences of
the interaction of METH and MDMA with nAChR remain to be
determined but, according to our previous work it could be
expected an agonistic or a positive allosteric effect that would
enhance nicotinic neurotransmission.

Nicotinic receptors play a key role in neurotransmission and
nicotine addiction. Tobacco is one of the most widely consumed
drugs and very often people that consume METH and MDMA
also smoke concomitantly. In these cases and according to our
results, a pharmacodynamic interaction between nicotine and
amphetamine derivatives can be expected and could have
several consequences that will be suggested below.

A particular feature of nAChR is that chronic exposure to
nicotine induces a higher level of either nicotine or epibatidine
binding, termed as functional up-regulation (Buisson and
Bertrand, 2002; Marks et al., 1983; Flores et al., 1992). Such
up-regulation was thought to be initiated as a homeostasic
response to the rapid receptor desensitisation that takes place
after sustained stimulation (Fenster et al., 1999). Furthermore,
self-administration of nicotine is reduced in B32-subunit knock-
out mice (Picciotto et al., 1998). Therefore, the up-regulation of
heteromeric nAChR could, via dopamine release, explain the
reinforcing effect of nicotine on the mesolimbic system
mediating nicotine addiction (Balfour et al., 2000). Accord-
ingly, we tested whether METH and MDMA had any effect on
a7 and heteromeric nAChR binding densities and found that
both were increased in a time- and concentration-dependent
manner. These results expand the nicotinic profile of METH and
MDMA and support the direct interaction with nAChR reported
above. Although for pharmacological modulation we performed
up-regulation experiments at a concentration of 300 uM, we
have to notice that significant up-regulation took place at a
concentration as low as 1 pM. Higher concentrations in vitro
allowed us a better appreciation of inhibitory effects.

The mechanism through which nicotine induces nAChR up-
regulation is complex and not fully clarified to date. There are
reports indicating that nicotine-induced increases in nAChR are
not accompanied by changes in mRNA encoding for the



202 S. Garcia-Ratés et al. / Toxicology and Applied Pharmacology 223 (2007) 195-205

different subunits (Marks et al., 1992; Madhok et al., 1995;
Pauly et al., 1996; Peng et al., 1997). This led to other
hypotheses, such as reduced receptor turnover, promotion of the
assembly and migration to the plasma membrane of pre-existing
intracellular subunits (Blumenthal et al., 1997) or decrease in the
rate of receptor turnover (Peng et al., 1994). More recently,
Sallette et al. (2005) demonstrated that nicotine acts as a
maturation enhancer of those intracellular nAChR precursors
that would otherwise be degraded. However, different authors
show controversial results which could be attributable to
differences in the experimental models or the techniques used.
For example, Vallejo et al. (2005), reported that a432 nAChR
up-regulation by nicotine is due to an increase/stabilisation of
the proportion of receptors in a high affinity state and not to an
enhancement in receptor maturation. Moreover, not only
nicotinic agonists induce nAChR up-regulation, but also
antagonists have been reported to cause such an effect (Peng
et al., 1994; Gopalakrishnan et al., 1997). This means that this
phenomenon is not related to the efficacy of the ligand to activate
the receptor but that is only binding to either mature or immature
forms which stabilises a high affinity state, promotes receptor
maturation or prevents degradation. Regardless the mechanism
behind and, according to our competition experiments demon-
strating the affinity of METH and MDMA for nAChR, it could
be hypothesised that the up-regulation of nAChR induced by
these drugs would follow a similar mechanism. Nicotine has
been proved to cross plasma membrane to interact with
intracellular forms of nAChR and METH and MDMA can
access inside the cell through the monoamine transporters
localised in the plasma membrane.

An increase in radioligand binding after a drug treatment can
be produced either by an increase in the total number of receptors
or by an increase in the proportion of receptors in a high-affinity
state. A classical experimental approach to ascertain which of
these mechanisms is taking place is to perform saturation
binding assays to find out whether B, (density of receptors) or
K (affinity) is changing. When we performed these experiments
we found an interesting difference between heteromeric and o7
nAChR up-regulation induced by MDMA and METH: o7
nAChR increased in number without changes in affinity while
heteromeric nAChR increased the B, of the high-affinity
component. It must be taken into account that epibatidine is an
agonist that, at the low concentrations that we used, labels only
receptors in high-affinity state while MLA is an antagonist
which labels the whole population of «7 nAChR. These findings
support that amphetamines would interact similarly than
nicotine to regulate nAChR because they are in agreement
with recent works that demonstrate that nicotine increases/
stabilizes the proportion of a432 in a high affinity state (Vallejo
et al., 2005). As for o7 nAChR is concerned, the number of
published works studying the concrete nature of nicotine-
induced up-regulation is more limited but, according to our
results, METH and MDMA, by binding to precursor or
immature forms of these receptors, would enhance or induce
the formation of receptors capable of binding [PHIMLA.

Additionally, we explored the participation of protein
synthesis in METH/MDMA-induced nAChR up-regulation.

The protein synthesis inhibitor cycloheximide inhibited the
increase in both [’H]MLA and [*H]epibatidine binding sites,
suggesting that such up-regulations require, at least in part,
rapid protein synthesis. Similar results were obtained with
another protein synthesis inhibitor, puromycin (data not shown).
Moreover, the changes in nAChR expression induced by these
inhibitors alone, after a 6-h incubation, support the rapid
receptor turnover described by other authors (Cho et al., 2005;
Charpantier et al., 2005). Accordingly, Gopalakrishnan et al.
(1997) reported inhibition by cycloheximide of nicotine-
induced a4p2 nAChR up-regulation. As previous reports
demonstrate the lack of modification of transcriptional activity
of receptor subunits after treatment with nicotine (Marks et al.,
1992; Madhok et al., 1995; Pauly et al., 1996; Peng et al., 1997)
it can be deduced that post-transcriptional mechanisms are
involved in nAChR up-regulation, as described above. As for
a7 nAChR is concerned, Kawai and Berg (2001) also reported
that protein synthesis inhibition abolishes nicotine-induced up-
regulation. In this case they suggested that receptors must be
synthesised de novo and cannot be recruited from a pre-existing
intracellular pool of receptors because, conversely to a4(32
receptors, this pool is too small to account for the up-regulation.
This is in agreement with our results, in which cycloheximide
alone for 6 h significantly reduced [’H]MLA binding and
inhibited METH- and MDMA-induced up-regulation, and by
the fact that the percentage of increase in a7 nAChR is lower
than in heteromeric receptors. Similarly to a4p2 receptors, no
changes in mRNA encoding a7 nAChR have been found after
treatment with nicotine (Peng et al., 1997) corroborating that
this drug (and by extension METH and MDMA) up-regulate
these receptors via post-transcriptional mechanisms.

The chaperone cyclophilin A participates in a7-nAChR
maturation (Blumenthal et al., 1997; Schroeder et al., 2003).
Therefore we tested the cyclophilin A inhibitor cyclosporin A
(CsA) on METH/MDMA-induced nAChR up-regulation. CsA
alone had no effect on basal «7 nAChR levels, but inhibited
METH/MDMA-induced up-regulation. This result demon-
strates that cyclophilin A participates in o7 receptor up-
regulation in our cell line. The up-regulation of heteromeric
receptors by CsA alone could be explained by the fact that CsA is
also a phosphatase 2B inhibitor that has been reported to reduce
heteromeric nAChR desensitisation (Marszalec et al., 2005),
which would produce an increase in [*H]epibatidine binding.

To assess whether receptor trafficking to the plasma mem-
brane could be contributing to METH/MDMA-induced nAChR
up-regulation we exposed the cells to BFA to inhibit such
transport and late steps of maturation. Although BFA induced
dramatic decreases in basal binding sites owing to its main mode
of action, there was still up-regulation after treatment with
METH/MDMA. This indicates that trafficking is not crucial for
METH/MDMA-induced nAChR up-regulation and that this
takes place previously to surface expression. This result is in
agreement with those reported by Vallejo et al. (2005) and
Darsow et al. (2005) studying the mechanisms involved in
nicotine-induced up-regulation of heteromeric receptors. More-
over, the fact that BFA alone induced more pronounced de-
creases in radioligand binding than CHX indicates that, in
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differentiated PC 12 cells, there is an important intracellular pool
of receptors/precursors ready to undergo the up-regulation
process regardless of de novo synthesis. In fact, although we
performed these experiments on intact cells, internalisation of
radioligands and binding to intracellular forms may occur
(Davies et al., 1999). Overall, the lower increases found in a7
receptors, being the affinity of amphetamines similar to that for
heteromeric receptors, indicate that a7 receptors need more
processing than heteromeric to be up-regulated.

PKA- and PKC-dependent pathways have been found to play
a role in the up-regulation of a4P2 receptors induced by
cholinergic ligands in several cell lines (Gopalakrishnan et al.,
1997; Nuutinen et al., 2006). PKA is a cAMP-dependent protein
kinase implicated in the desensitisation of nAChR (Nishizaki
and Sumikawa, 1998) and in their up-regulation (Madhok et al.,
1995), because PKA-devoid PC 12 cells do not express the
increase in [*H]nicotine binding that is induced by pretreatment
with nicotine. For this reason we tested the PKA inhibitor H-89
on METH/MDMA-induced up-regulation. Surprisingly, H-89
alone significantly increased the number of [*H]epibatidine
binding sites, making it difficult to interpret its effects on METH/
MDMA-induced up-regulation (see Results). However, the fact
that no significant difference was found between cells treated
with H-89 and H-89+METH/MDMA and that METH and
MDMA alone can induce much higher increases in [*H]
epibatidine binding (Fig. 4B) leads us to deduce that there is
an inhibition by H-89 because otherwise a significant increase
over that induced by H-89 would have been induced in cells
treated with H-89+MDMA/METH. Our results are in agree-
ment with those of Gopalakrishnan et al. (1997) who reported
that activation of adenilyl cyclase with forskolin potentiated the
nicotine-induced up-regulation of heteromeric nAChR in HEK
293 cells. As cAMP activates PKA, inhibition of this enzyme
would have the opposite effect.

Pretreatment with H-89 did not affect basal binding of [*H]
MLA or METH/MDMA-induced up-regulation, corroborating
that PKA plays a role in heteromeric nAChR regulation, but not
in that of &7 nAChR (Nuutinen et al., 2006). In fact, in the study
by Madhok et al. (1995), primarily heteromeric nAChRs were
labelled at [*H]nicotine concentration used by the authors
(50 nM). The mechanism underlying the up-regulation induced
by H-89 alone is difficult to explain assuming an increase in the
number of receptors but, if we take into account that epibatidine,
at the concentration that we used, labels only the receptors in
high affinity state, it can be deduced that H-89, by reducing the
natural rate of desensitisation (Nishizaki and Sumikawa, 1998)
would increase the proportion of high affinity receptors,
increasing [*H]epibatidine binding. An alternative explanation
could originate from the fact that nAChR are also regulated by
phosphatases (Cho et al., 2005) and other kinases such as PKC
and tyrosine kinase, and there are evidences of a crosstalk
between the different kinases and an inhibition of PKA and PKC
by desensitised nAChR (Sun et al., 2004). It might be that the
pharmacological inhibition of PKA would induce the activation
of other pathways that would promote the up-regulation process.

The role of PKC in nAChR up-regulation by nicotine is
complex and seems to be the result of a complex interplay of

various signalling molecules (Nuutinen et al., 2006). The PKC
inhibitor GF-109203X had no effect on basal levels of [*H]
epibatidine binding but potentiated the up-regulation in
heteromeric receptors induced by METH and MDMA.
Phosphorylation of heteromeric nAChR by PKC has also
been reported to increase the rate of desensitisation of these
receptors (Nishizaki and Sumikawa, 1998) and therefore
inhibition of PKC would favour the increase in the proportion
of receptors in high-affinity state induced by amphetamines.
Accordingly, Gopalakrishnan et al. (1997) reported that chronic
treatment with the PKC activator phorbol-12-myristate-13-
acetate (PMA) leads to potentiation of nicotine-induced
heteromeric nAChR up-regulation. Chronic treatment with
PMA is supposed to down-regulate PKC and be equivalent to
PKC inhibition. Although these authors ruled out this
possibility after having no effect with several kinase inhibitors
(staurosporine, sphingosine and chelerytrine) it must be pointed
out that these inhibitors are not PKC-selective at the
concentrations used (i.e. staurosporine also inhibits PKA and
tyrosine kinases, sphingosine may activate PKC under certain
conditions and chelerythrine activates MAPK pathways) while
GF-109203X is. These other effects could interfere with a neat
PKC inhibition effect on nAChR regulation. Other factors
which could account for this discrepancy could be the different
cell line used by us, which expresses more than one subtype of
nAChR, whose regulation could have differences with those
used by others.

By contrast, the PKC inhibitor did not affect 7 nAchR in
our experiments with amphetamine derivatives. This result is in
agreement with those reported by Nuutinen et al. (2006) who
found no effect of this compound, at nanomolar concentration,
on nicotine-induced a7 nAchR up-regulation. However, a role
of PKC in a7 nAchR regulation can not be completely ruled out
as these authors reported that its overexpression enhances
nicotine-induced up-regulation without affecting basal receptor
levels.

Protein tyrosine kinases have been reported to play a role in
o7 nAchR regulation and their short-term inhibition induces
receptor up-regulation and potentiation of receptor-mediated
responses (Cho et al., 2005; Charpantier et al., 2005). Ac-
cordingly, when we tested the broad-spectrum protein tyrosine
kinase inhibitor, genistein, in a 6-h treatment, we found an up-
regulation of both a7 and heteromeric nAchR that masked any
METH/MDMA-induced effect. However, when genistein was
assayed for 24 h, it reduced METH/MDMA effects on nAChR
densities, indicating that the role of tyrosine kinases depends on
time and conditions and that they participate in the up-regulation
induced by METH and MDMA.

All these results confirm that regulation of nAChR is a very
complex process, with differences between receptor subtypes,
host cell type and variations along time, that has not been fully
elucidated to date and escapes from the purposes of the present
work. However, the present results support that METH and
MDMA up-regulate nAChR in a similar manner than nicotine.

To summarize, in this study we demonstrate that METH and
MDMA can directly interact with nAChRs and induce their up-
regulation as nicotinic ligands do. These effects are more likely
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to occur in vivo when high doses of drug are taken, as plasma
concentrations would be closer to the K; values. Such an
interaction might account for some of the effects of these drugs;
i.e. desensitisation or stabilisation of receptors or increased
neurotoxicity. The direct interaction of METH/MDMA with
nAChR corroborates the hypothesis suggested in previous
works (Pubill et al., 2005; Escubedo et al., 2005; Chipana et al.,
2006) by which binding of amphetamines to nicotinic receptors
would enhance their activation and this would in turn activate or
potentiate calcium-dependent pathways involved in their
neurotoxicity. For this reason, blockade of a7 nAChR results
neuroprotective. Moreover, the nicotine-like effects of these
drugs (i.e. inducing increases in nAChR densities) could
potentiate processes of addiction and dependence to nicotine.
Also, taking into account that a7 nAChR are related with
cognitive function (Young et al., 2007) and, in addition to a432,
are implicated in psychiatric pathologies such as schizophrenia
(Ripoll et al., 2004), the interaction of METH and MDMA with
these receptors could explain the psychiatric disorders that
appear after chronic consumption of these drugs.

Further investigation addressing the in vivo consequences of
such interactions is warranted.
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ABSTRACT

Previous work by our group demonstrated that homomeric a7 nicotinic acetylcholine receptors (nAChR)
play a role in the neurotoxicity induced by 3,4-methylenedioxymethamphetamine (MDMA), as well as the
binding affinity of this drug to these receptors. Here we studied the effect of MDMA on the activation of
nAChR subtypes, the consequent calcium mobilization, and calpain/caspase 3 activation because prolonged
Ca®™ increase could contribute to cytotoxicity. As techniques, we used fluorimetry in Fluo-4-loaded PC12
cells and electrophysiology in Xenopus oocytes. MDMA produced a rapid and sustained increase in calcium
without reaching the maximum effect induced by ACh. It also concentration-dependently inhibited the
response induced by ACh, nicotine, and the specific a7 agonist PNU 282987 with ICsy values in the low
micromolar range. Similarly, MDMA induced inward currents in Xenopus oocytes transfected with human «7
but not with a4f32 nAChR and inhibited ACh-induced currents in both receptors in a concentration-
dependent manner. The calcium response was inhibited by methyllycaconitine (MLA) and o-bungarotoxin
but not by dihydro-R-erythroidine. These results therefore indicate that MDMA acts as a partial agonist on
o7 nAChRs and as an antagonist on the heteromeric subtypes. Subsequently, calcium-induced Ca®* release
from the endoplasmic reticulum and entry through voltage-operated calcium channels are also implicated as
proved using specific antagonists. In addition, treatment with MDMA for 24 h significantly increased basal
Ca’" levels and induced an increase in a-spectrin breakdown products, which indicates that calpain and
caspase 3 were activated. These effects were inhibited by pretreatment with MLA. Moreover, pretreatment
with MDMA induced functional upregulation of calcium responses to specific agonists of both heteromeric
and a7 nAChR. Sustained calcium entry and calpain activation could favor the activation of Ca>*-dependent
enzymes such as protein kinase C and nitric oxide synthase, which are involved in the generation of ROS and
the blockade of the dopamine transporter. This, together with caspase 3 activation, must play a role in
MDMA-induced cytotoxicity.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA, ecstasy) is an
amphetamine derivative that is used in developed countries for

Abbreviations: 2-APB, 2-aminoethyl diphenyl borate; a-BgTx, at-bungarotoxin; ACh,
acetylcholine; CICR, calcium-induced calcium release; DHRE, dihydro-B-erythroidine;
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modified Eagle's medium; ER, endoplasmic reticulum; MDMA, 3,4-methylenediox-
ymethamphetamine; MA, methamphetamine; MLA, methyllycaconitine; nAChR,
nicotinic acetylcholine receptors; nNOS, neuronal nitric oxide synthase; PAM, positive
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recreational purposes, often by young people in dance clubs and
discotheques. A number of fatalities have been reported after acute
consumption of this stimulant, but there is also experimental
evidence that MDMA can induce serotonergic (in rats and primates)
and dopaminergic (in mice) neurotoxicity (see Lyles and Cadet, 2003,
for a review). In addition, serotonergic (Reneman et al., 2002) and
cognitive (Parrott et al., 1998; Quednow et al., 2006; McCann et al.,
2008) deficits have been reported in human chronic MDMA abusers,
which could be due to neurotoxicity or to drug-induced long-lasting
neurochemical changes.
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The neurotoxicity of amphetamine derivatives could be the
consequence of coordinated oxidative stress, metabolic compromise,
and inflammation (reviewed by Yamamoto and Raudensky, 2008). In
addition, we recently reported that neuronal acetylcholine nicotinic
receptors (nAChRs) (mainly the homomeric a7 subtype) play a key
role in MDMA-induced neurotoxicity, as this is prevented in vitro and
in vivo by blocking nAChRs with methyllycaconitine (MLA) or
memantine (Chipana et al., 2006, 2008a,b,c). These receptors are
also involved in cognitive impairment in rats (Camarasa et al., 2008).
Inradioligand binding experiments, we demonstrated that MDMA has
an affinity for both homomeric a7 and heteromeric nAChRs (Garcia-
Rates et al., 2007; Chipana et al., 2008a,c).

As in vitro neurotoxicity was prevented by calcium chelation, an
enhanced influx of this cation induced by MDMA, probably through
o7 nAChR, would be a feasible event. The formation of more lesive
ROS, such as peroxynitrite, would be brought about by activation of
Ca’*-dependent enzymes (i.e., nitric oxide synthase (nNOS))
together with the products (i.e., peroxide or superoxide) of the
cytosolic oxidation of monoamine neurotransmitters (mainly dopa-
mine and 5-HT), which are displaced from synaptic vesicles by the
amphetamine derivative (Hansen et al., 2002). Apart from inducing
damage to cell structures, this highly reactive compound has been
found to inhibit dopamine transporter functionality (Demiryurek
et al., 1998; Park et al., 2002). Such inhibition would favor cytosolic
neurotransmitter accumulation, which in turn would increase ROS
inside nerve terminals and toxicity.

nAChRs are a family of ligand-gated cation channels that are
widely distributed in the brain and the peripheral nervous system,
whose subunit composition and signaling effects depend on the
subtype and their localization (reviewed by Gotti et al., 2007 and
Albuquerque et al., 2009). They exert a number of effects on brain
functions including fast synaptic transmission, cognitive enhance-
ment, memory, or reinforcement and are the main target of smoked
nicotine. Structurally, nAChRs are pentamers formed by the associ-
ation of o and [ subunits and can be either homomeric or
heteromeric. The most abundant of these combinations in the central
nervous system are homomeric a7 and heteromeric (a4),(p2)3
receptors. nAChRs are permeable to monovalent Na™ and K™ ions and
to Ca®". The cation permeability of the subtypes depends on their
subunit composition and has been reviewed (Fucile, 2004). Thus,
heteromeric nAChRs, comprising o and 3 subunits, generally have low
permeability for Ca®" (a fractional current of 2-5%). In contrast,
homomeric a7 subtypes have the highest fractional Ca** current,
which ranges from 6% to 12%, depending on the species and matches
that of heteromeric N-methyl-p-aspartate receptors (Jatzke et al.,
2002). In addition, depolarization induced by Na™ entry (in various
ways, including heteromeric nAChRs) or Ca?™ could open voltage-
gated calcium channels and enhance Ca?* influx. These two mechan-
isms can be physiologically complementary and play important roles
in cell signaling by activating different downstream intracellular
pathways in neurons (reviewed by Dajas-Bailador and Wonnacott,
2004), such as protein kinase C (PKC) and nNOS. These pathways have
been implicated in the neurotoxicity of amphetamines (Deng and
Cadet, 1999; Kramer et al., 1997; Chipana et al,, 2008a). Therefore,
pharmacological or pathological a7 nAChR overactivation together
with other circumstances (i.e., oxidation of cytosolic monoamines)
could lead to a sort of excitotoxicity, due to sustained Ca®>* increase.

In fact, in previous work, we demonstrated in vitro that Ca®*
chelation with EGTA prevented the production of reactive oxygen
species (ROS) to a similar extent as nAChR blockade (Pubill et al.,
2005; Escubedo et al., 2005; Chipana et al., 2006, 2008a). This
indicates that calcium influx, probably through a7 nAChR, is a key
step in this process.

A particular feature of some nAChR subtypes is that they undergo
radioligand binding upregulation, changes in stoichiometry, and an
increase in their functional state (functional upregulation) after

chronic nicotine exposure (reviewed by Gaimarri et al., 2007). In a
previous work on PC12 cells, we demonstrated that MDMA pretreat-
ment induced in vitro radioligand binding upregulation of both
homomeric and heteromeric receptors through a mechanism that
seemed to mimic that of nicotine (Garcia-Rates et al., 2007).

Consequently, the main objective of this work was to use a
fluorimetric method to investigate the effect of MDMA on Ca®™ levels
in cultured PC12 cells and the involvement of different nAChR
subtypes and other cell pathways related to Ca?>* mobilization. PC12
cells have been utilized by other scientists to study the neurotoxicity
of amphetamines (Wei et al, 1997; Imam et al., 2002; Fornai et al.,
2004). In addition, this cell line expresses nAChRs, including the o7
subtype (Henderson et al., 1994; Blumenthal et al., 1997; Garcia-Rates
et al., 2007), and also provides an in vitro model for the upregulation
of nAChR, which occurs following chronic exposure to nicotine
(Madhok et al., 1995; Takahashi et al., 1999; Jonnala and Buccafusco,
2001). Moreover, the pathways involved in cytosolic Ca®™ increase
induced by different selective nicotinic agonists have been charac-
terized in this cell line (Dickinson et al., 2007). For this reason, we
chose this model as the most appropriate for our purposes.

In addition, we used electrophysiology in transfected Xenopus
oocytes to corroborate the effects on a7 and a4f32 nAChR. Moreover,
we sought to assess whether pretreatment with MDMA induces
functional upregulation by potentiating the effects of specific nAChR
agonists or whether it provokes a persistent Ca>™ increase, leading to
calpain and caspase 3 activation, which could be involved in toxicity.

Materials and methods

Drugs and reagents.  Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM),
culture serums, and antibiotics were purchased from GIBCO
(Invitrogen Corp., Paisley, UK). Fluo-4 AM and Pluronic F127 solution
were purchased from Molecular Probes (Leiden, The Netherlands).
MDMA was provided by the National Health Laboratory (Barcelona,
Spain). 5-lodo-A-85380 dihydrochloride (5-I-A), PNU 120596, and
PNU 282987 were purchased from Tocris (Avontmouth, UK).
Acetylcholine (ACh), methyllycaconitine (MLA), probenecid, ethylene
glycol-bis(2-aminoethyl)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid (EGTA),
ionomycin, dihydro-B-erythroidine (DHRE), dantrolene, nitren-
dipine,2-aminoethyl diphenyl borate (2-APB), cadmium chloride,
and a-bungarotoxin (o-BgTx) were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). All the drugs were used from stocks made up in
water, with the exception of PNU 120596 (10 mM stock in
dimethylsulfoxide), EGTA, and probenecid, which were made up in
water plus the minimum amount of 1 N NaOH. Fluo-4 AM working
solution was prepared extemporaneously from frozen stock solutions
made in 10% Pluronic F127 in dimethylsulfoxide. ACh and MDMA were
freshly prepared directly in assay buffer for each experiment. The rest
of the general reagents and salts were obtained from different
commercial sources and were of analytical grade.

PC12 cell cultures.  Wild-type PC12 cells were generously provided
by Dr. ]. Serratosa (Department of Neurochemistry, Pharmacology and
Toxicology, CSIC-IDIBAPS, Barcelona, Spain). The culture was routine-
ly plated in 92-mm dishes (Nunc) coated with collagen and
maintained in DMEM supplemented with heat-inactivated 5% fetal
bovine serum, 10% horse serum, 10 mM HEPES, 2 mM glutamine,
25 Ul/ml penicillin, and 25 pg/ml streptomycin. Cells were cultured to
semi-confluency in a humidified 5% CO, atmosphere at 37°C, and the
medium was changed every 2-3 days. For the splitting procedure,
cells were dislodged from the dish using a pipette containing medium.
A portion of the cells were replated onto new culture dishes. For
calcium fluorimetry, cells were plated at a density of 300,000 cells/
well into black-walled, clear bottom 96-well plates (Corning-Costar,
Schiphol-Rijk, The Netherlands) coated with collagen. Assays were
conducted 24 h later.
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Calcium fluorimetry.  Increases in intracellular Ca>* were monitored
as described by Dickinson et al. (2007), with minor modifications. The
culture medium was removed from the wells, and the cells were
washed with warm Tyrode's salt solution (TSS, in mM: 137 NadCl, 2.7
KCl, 2.5 CaCl,, 0.86 MgCl,, 12 NaHCOs, NaH,P04¢1H,0, 5.5 p-glucose;
pH 7.4) and incubated with loading medium (100 pl/well) at room
temperature for 40 min in the dark. The loading medium was made up
of the Ca®"-sensitive dye Fluo-4 AM (6 uM) and probenecid (2 mM) in
TSS. After incubation, the cells were washed with warm TSS and 200 pl
of de-esterification medium (TSS containing 2 mM probenecid) was
added. The cells were incubated at 37°C for 20 min in the dark. After
incubation, 10 M PNU 120596 was added to each well as appropriate.
PNU 120596 is a positive allosteric modulator (PAM) of o7 nAChR
that allows measurable responses to be generated using this
technique by inhibiting receptor desensitization and increasing the
mean open time while having relatively little or no effect on either the
unitary conductance or ion selectivity of the channel (Hurst et al.,
2005; Dickinson et al., 2007). Then the plate was transferred to a
Perkin Elmer Victor® microplate reader for the measurements.

The measurements were performed in a room with the tempera-
ture set at 25°C. To avoid an excessive drop in well temperature and
subsequent differences between the first and the last well read, each
experiment was carried out only using half or less than the 96 wells of
each plate. Measurements of different experimental conditions were
performed in different arrays and order among different plates to
compensate for any possible variation due to temperature. Taking
these measures, the results of replicates were consistent and
repetitive. When antagonists and other blockers were used, they
were manually added (5-10 pl/well), mixed with the medium by
gentle repetitive pipetting, and pre-incubated with the cells for 10
min at 37°C with the exception of a-BgTx, which was pre-incubated
for 30 min. Basal fluorescence (excitation 485 nm, emission 535 nm)
was monitored for 5 s, and then the agonists were automatically
dispensed (20 pl/well) by means of the built-in injector. The
fluorescence measurements were continued for a further 60 s. None
of the vehicles used significantly altered the basal level of the
fluorescence readings. The liquid volume of each well was of 200 pl
and added drug concentrations were calculated taking into account
the final increase in volume. All drug dilutions were made in TSS to
ensure proper diffusion and mixing.

Increases in fluorescence reached a maximum within 5-15 s after
agonist/stimulus injection and this response was sustained through-
out the reading time. To normalize Fluo-4 signals, responses from each
well were calibrated by determining the maximum and minimum
fluorescence values. This was done by adding 2 uM ionomicyn (Fpax)
followed by 10 mM EGTA (Fp,i,). Peak fluorescence responses in each
well were calculated as a percentage of (Fmnax — Fmin). In inhibition
and concentration-effect curves, the responses were expressed as
the percentage of that elicited by 100 uM ACh or nicotine, or 15 pM
PNU 282987, whereas we used the percentage of the response
induced by 50 uM MDMA in experiments with MDMA-induced
responses using specific blockers (performed in parallel with an
absence of blockers for each experiment). The maximum responses
that were measured were below 40%, which is not close to the
saturation point of the dye.

The ECsq values for ACh and MDMA and the IC5o of MDMA on ACh,
nicotine, and PNU 282987 were calculated by fitting the experimental
data points to a single site Hill equation using a non-linear regression
curve. This was fitted by means of GraphPad Prism 3.0 (GraphPAD
software, San Diego, CA, USA).

Data represent the mean4SEM of at least three independent
experiments, each performed with four replicates for each condi-
tion. The statistical analysis was performed using GraphPad Instat
3.0, and significance was determined using a one-way ANOVA
followed by Tukey's post hoc test. Statistical significance was taken at a
P value<0.05.

Preparation of mRNASs for subunits of human nicotinic receptor and their
expression in Xenopus oocytes. cDNAs of human neuronal nAChR
subunits a7, a4, and 32 were inserted into the pSP64T vector or a
derivative thereof. Details of the production of these constructions have
been described previously (Criado et al., 2005). After linearization by
restriction enzyme digestion, DNA was purified by ethanol precipita-
tion, and capped mRNA was synthesized in vitro using SP6 RNA
polymerase and the mMESSAGEmMMACHINE kit (Applied Byosistems
Hispania, Madrid, Spain). cRNA was purified by phenol:chloroform
extraction and isopropanol precipitation, and stored at —80°C.

Mature female Xenopus laevis African frogs were used as a source
of oocytes. The frogs were anesthetized by placing the animals in a
2 g/l solution of tricaine (ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate
salt) for 30 min. Oocytes were removed from an incision made in the
abdomen. In order to remove the follicular cell layer, harvested
oocytes were treated with 0.5 mg/ml collagenase for 45 min at room
temperature in calcium-free Barth's solution (88 mM NaCl, 1 mM KCl,
0.82 mM MgSOy,, 2.4 mM NaHCOs;, 7.5 mM Tris, buffered to pH 7.4
with HCl).

Defolliculated Xenopus oocytes were injected with 46 nl of mRNA
at a final concentration of 250 ng/pl. After injection, oocytes were
incubated at 16-18°C for 3 to 5 days in a calcium Barth's solution
(88 mM NaCl, T mM KCl, 0.82 mM MgSQ,, 2.4 mM NaHCOs;, 7.5 mM
Tris, 0.41 mM CaCl,, 0.33 Ca(NOs),, buffered to pH 7.4 with HCI)
containing 10 U/ml penicillin and 10 pg/ml streptomycin. Oocytes
were examined for functional expression of hnAChRs 3 to 5 days after
RNA injection.

Electrophysiological recordings. Membrane currents were recorded
by means of two-electrode voltage clamps (Campos-Caro et al., 1997),
using microelectrodes with resistances of 0.2-1 MQ made from
borosilicate glass (Sutter Instrument Co., Novato, CA, USA) and filled
with 3 M KCl. The oocyte was held in a chamber of 0.6 ml volume.
Voltage protocols were run, and the current was recorded and
analyzed using a Digidata 1200 Interface, driven by pCLAMP 5.2
software (Axon Instruments, Union City, CA, USA). Experiments were
carried out at room temperature (22-24°C) in the extracellular
recording solution that contained (in mM) 82.5 NaCl, 2.5 KCl,
2.5 BaCly, 1 MgCl,, and 5 HEPES, buffered to pH 7.4 with NaOH. We
used barium instead of calcium to minimize the contribution of
calcium-gated chloride conductance (Sands et al., 1993). Agonists
were applied through a gravity-driven pipette with an internal
diameter of 1.2 mm, with its tip located close to the animal
hemisphere of the oocyte. The flow of solutions containing agonists
was 12 ml/min, and the basal perfusion rate was 7 ml/min. This
perfusion system allows a fast exchange of solutions, and the
concentration of agonist is the same all over the oocyte surface and
equal to the drug concentration in the pipette. The holding potential
was usually fixed at —70 mV. Currents were filtered at 1000 Hz with a
low-pass Bessel filter. Uninjected oocytes were also tested with the
drugs to ensure that there was no background response.

For the concentration-response curves, data correspond to
mean + standard error (SEM). The different responses used to
create the concentration-dependent inhibition curve were fitted with
Origin software (Microcalc Software Inc.) to the following pharmaco-
logical dose-response equation:

Y=A;+[Ay —Ay]/ 1+ 1010807071,

where Y represents the current response at a given agonist
concentration (X); A, is the ligand concentration that produces the
maximum response; A; is the ligand concentration that produces the
minimal response; X, represents the ligand concentration that
produces a half-maximal response (for example, ECsq or ICs0); and p
represents the Hill coefficient. The curve data are expressed as the
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percent response to 100 uM ACh. Differences between the groups
were compared by ANOVA/Manova and Duncan's test. A value of
P<0.05 was taken as the limit of statistical significance.

Immunodetection of specific a-spectrin breakdown products. A
general Western blot and immunodetection protocol was used to
determine specific a-spectrin breakdown products of 145-150 kDa
and 120 kDa produced by the calcium-dependent protease calpain
and caspase 3. PC12 cells were cultured onto 92-mm plates and
treated with either MDMA (50 uM) or DMEM (control) for 24 h. Then
the cells were washed with ice-cold phosphate buffer, scrapped and
collected from the plate, pelleted by low-speed centrifugation, and
solubilized in lysis buffer (20 mM Tris—HCl pH 8, 137 mM NaCl, 2 mM
EDTA, and 1% Nonidet P-40) by incubation for 2 h at 4°C under gentle
rotation. Thereafter, the samples were centrifuged at 15,000 x g for
30 min at 4°C, and the supernatants containing solubilized proteins
were stored at -80°C, after determination of protein content using the
Bio-Rad Protein Reagent. For each sample, 40 pg of protein was mixed
with sample buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 10% glycerol, 2% (w/v)
sodium dodecyl sulphate, 5% (v/v) 2-p-mercaptoethanol, 0.05%
bromophenol blue, final concentrations), boiled for 10 min, and
loaded onto an 8% acrylamide gel. Proteins were separated by
electrophoresis until the elution of the migration front and the 64-
kDa colored marker, to allow proper separation of high molecular
weight fragments. Proteins were then transferred from gels to
polyvinylidene fluoride sheets (Immobilon-P; Millipore, Billerica, MA,
USA). These sheets were blocked for 1 h at room temperature with 5%
defatted milk in Tris-buffered saline buffer plus 0.05% Tween 20 (TBS-T
buffer). They were then incubated for 2 h with mouse monoclonal
antibody against non-erythroid o-spectrin (MAB1622; Chemicon,
Temecula, CA, USA, 1:5000 dilution), diluted in TBS-T buffer plus 5%
defatted milk. Thereafter, the membranes were washed with TBS-T
buffer and incubated for 45 min with anti-mouse IgG peroxidase-
conjugated secondary antibody (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK;
1:2500 dilution).

After washing, immunoreactive protein was visualized using an
enhanced chemoluminescence-based detection kit, following the
manufacturer's protocol (Immobilon Western, Millipore) and a
BioRad ChemiDoc XRS gel documentation system (BioRad Labs.,
Hercules, CA, USA). Scanned blots were analyzed using BioRad
Quantity One software and dot densities were expressed as a
percentage of those taken from the control cultures. The statistical
analysis was performed as described above.

Results

Effects of MDMA on Ca®™ increases induced by ACh, nicotine,
and PNU 282987

We first tested the effects of increasing concentrations of MDMA
on the responses induced by the nAChR agonists PNU 282987 (a7
selective, 0.1 pM; Bodnar et al., 2005) nicotine and ACh (both non-
selective nAChR agonists, 100 uM), in the presence of the a7-positive
allosteric modulator PNU 120596 (10 pM, Dickinson et al., 2007). PNU
120596 allowed measurable responses using this technique by
inhibiting receptor desensitization and increasing the mean open
time while having relatively little or no effect on either the unitary
conductance or ion selectivity of the channel (Hurst et al., 2005).
MDMA concentration-dependently attenuated the increase in Ca®™"
induced by the three agonists (Fig. 1A). Non-linear regression of these
data yielded ICsq values of 10.42 4-3.96 puM for ACh, 18.70£2.31 uM
for nicotine, and 29.88+2.52 uM for PNU 282987 (n=3 for each
agonist). However, when we examined the basal Ca®* levels after
MDMA and before adding the agonist, we found a concentration-
dependent increase (Fig. 1B). This indicates that MDMA alone had an
effect on cytosolic Ca®* levels.
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Fig. 1. (A) Effect of increasing concentrations of MDMA on the responses to the
nicotinic agonists ACh (100 uM), nicotine (100 pM), and PNU 282987 (0.1 uM) in PC12
cells loaded with Fluo-4. MDMA was added to the cells 5 min before the agonist. Basal
fluorescence levels were measured for 5 s before the agonist and for a further 95 s after
its addition by means of an automated injector. (B) Basal Ca®* levels 5 min after the
addition of MDMA and before adding the agonist. All the measurements were
performed in the presence of the positive allosteric modulator PNU 120596 (10 uM).
The results were normalized as percentage (Fmax — Fmin) and are the means + SEM of at
least three experiments, carried out in quadruplicates for each condition. **P<0.01,
*#*¥P<0.001 vs. control basal levels.

MDMA induces cytosolic Ca®* increase in PC12 cells

As MDMA acutely inhibited the effects of nAChR agonists, and due
to its effects on basal levels, we explored the possibility of a partial
agonist mode of action. When added alone and acutely by the
automated injector to cells loaded with Fluo-4, MDMA induced a
concentration-dependent increase in intracellular Ca* that did not
reach the maximum effect induced by 100 puM ACh and peaked within
the first 15 s after addition. Representative response tracings are
shown in Fig. 2A. Concentration-effect curves were built for ACh and
MDMA (Fig. 2B), which gave ECsq values of 0.50 £ 0.16 uM for ACh and
49.75 4+ 5.74 uM for MDMA (n=3).

MDMA behaves as a partial agonist in oocytes expressing human o7 and
as an antagonist in those expressing o432 nAChRs

As in the calcium measurement experiments, MDMA inhibited
ACh-induced currents in a concentration-dependent manner. To
characterize these blocking effects of MDMA, inward currents in
oocytes injected with mRNA for human a7 and o432 nAChR subunits
were generated by the application of 5-s pulses of ACh (100 uM), in
the absence (control) or presence of increasing concentrations of
MDMA. Fig. 3A shows the concentration-response curve for the
inhibition by MDMA of ACh-induced peak currents in oocytes
expressing a7 nAChR. MDMA inhibited the current with an ICsq
value of 16.7940.77 pM (n = 3). The maximum blockade of the ACh-
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Fig. 2. (A) Representative tracings of the increases in Fluo-4 fluorescence in PC12 cells
after the addition of ACh (1 uM) and MDMA (50 uM). (B) Representative concentration-
response curves showing the increase in cytosolic Ca>* induced by MDMA and ACh as a
total agonist. Responses were normalized as percentage (Fmax — Fmin) and represented
as a percentage of the maximum response (ACh 100 uM) for both curves. After 5 s of
basal recording, ACh and MDMA were added by means of an automated injector to PC12
cells loaded with Fluo-4 and the fluorescence was measured for a further 95 s.
Represented data are the mean 4 SEM of four replicates for each condition.

induced inward current was observed at 100 pM MDMA (97.78 +
2.22%). On the other hand, MDMA concentration-dependently
inhibited ACh-induced currents in a4p2-transfected oocytes, with
an ICso value of 9.7740.22 pM (n=3) and, at a concentration of
100 M, it almost totally inhibited the response (Fig. 3B).

To characterize the possible agonistic properties of MDMA, inward
currents in oocytes injected with mRNA for a7 human nAChR
subunits were generated by application of 5-s pulses of ACh (1 mM)
or MDMA (100 uM), applied at 120-s intervals. The application of ACh
elicited an inward current of about 638 + 107.26 nA (n= 6 oocytes),
which was characterized by its fast activation as well as its slow
desensitization phase. Application of MDMA (100 uM) to the same
oocyte induced an inward current of 36.67 +13.82 nA. To further
characterize the nicotinic nature of the response evoked by MDMA in
a7 oocytes, the effect of PNU 120596 was tested on inward currents
that were induced by either ACh or MDMA. Pulses of ACh (1 mM) or
MDMA (100 uM) were applied in the absence (control) and presence of
1 UM PNU 120596, which was perfused from 2 min before and during
the ACh pulses. Fig. 3C shows the two representative inward current
traces obtained upon application of ACh in the absence (control; left
trace) and presence of 1 pM PNU 120596 (second trace). Fig. 3C also
shows current traces obtained in response to pulses of MDMA, which
were applied in the absence or presence of PNU 120596. Note that
when oocytes were pretreated with PNU 120596, a marked increase in
both ACh- and MDMA-induced inward currents was observed,
together with a marked delay in the inactivation of the inward

currents, which is a typical effect of this PAM (Hurst et al., 2005). The
enhancement of inward currents by PNU 120596 was 7.6-fold for ACh-
and 9.6-fold for MDMA-induced currents (no significant differences
were found between enhancements for both compounds) (Fig. 3D).

MDMA had no effect in currents when applied alone to a4p2-
transfected oocytes (data not shown).

Pathways involved in MDMA-induced Ca®™ increase

Specific nAChR antagonists as well as inhibitors of other pathways
involved in calcium mobilization were tested to study the mechanism
by which MDMA induces an increase in cytosolic calcium (Fig. 4A). The
specific a7 antagonists methyllycaconitine (MLA, 10 nM) and a-BgTx
(100 nM) completely inhibited the response induced by MDMA. The
antagonist of heteromeric receptors containing the (32 subunit,
dihydro-pB-erythroidine (DHPRE, 1 pM) had no significant effect on
MDMA-induced response. The blockers of endoplasmic-reticulum Ca ™
mobilization, dantrolene (20 puM, an antagonist at the ryanodine
receptor), and 2-aminoethyl diphenyl borate (2-APB, 150 pM, a blocker
of IP; receptor-induced Ca®" release and of store-operated cation
channels) also partially inhibited the MDMA-induced response, which
indicates the role of intracellular Ca®>™ stores. Nitrendipine (0.3 uM),
which is a blocker of L-type voltage-operated Ca?" channels (VOCC),
inhibited the MDMA effect by 30% although at a higher concentration
(30 uM) the inhibition increased up to 60% (data not shown). CdCl,
(50 uM), which is a nonselective blocker of voltage-gated Ca’™"
channels, also inhibited MDMA-induced response to a similar extent
than nitrendipine. Finally, atropine (0.1 pM), a muscarinic AChR
antagonist, did not modify the MDMA effect.

The response to MDMA was completely abolished when the
experiments were carried out in a Ca*-free medium containing EGTA
(Figs. 4B and C), which indicates that extracellular calcium is needed
for the response to be initiated.

Effects of preincubation with MDMA on basal Ca®™ levels

To study the longer term effect of MDMA on cytosolic Ca®™ levels,
cells were incubated with MDMA (50 uM) for 1, 6, and 24 h. They were
then washed, loaded with Fluo-4 and the fluorescence was measured.
Preincubation with nicotine (50 uM) and its association with MDMA
were also studied for comparison as nicotine is not neurotoXxic
regardless of its potent nicotinic effects and is often concomitantly
consumed with MDMA. As shown in Fig. 5, after 1 h of preincubation,
only nicotine-pretreated cells showed a slight but significant (12 +
2.95% n=3, P<0.05) increase in basal Ca>* levels. However, when
preincubation was carried out for 6 and 24 h, nicotine-pretreated cells
showed the same basal levels as controls, while cells pretreated with
MDMA had significant increases of about 30% over control levels. The
association of nicotine with MDMA did not modify the MDMA effects.

MDMA induces «-spectrin cleavage by calpain

As a sustained cytosolic Ca®>* increase induced by MDMA might
induce activation of the calcium-dependent protease calpain, the
levels of the breakdown products of one of the main substrates of this
compound (o-spectrin) were analyzed by Western blot. Cultured
PC12 cells were treated for 24 h with 50 pM MDMA or culture
medium, then harvested, and subjected to gel electrophoresis and
immunoblot. As can be seen in Fig. 6, MDMA treatment induced a
significant increase in specific spectrin breakdown products (SBDP) of
145 and 150 kDa, indicating calpain activation. In addition, a very
significant increase in the 120 kDa SBDP was detected, pointing to
caspase 3 activation. Caspase 3 can also produce the 150 kDa SBPD
product (Zhang et al., 2009). When the cells were co-incubated with
MDMA plus MLA (10 nM), the increases in SBDPs were inhibited. MLA
alone was devoid of effect on SBDPs.
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Fig. 3. Inward currents elicited by the application of ACh or MDMA to Xenopus oocytes expressing human nAChR. Panel A shows the concentration-response inhibition of ACh
(100 pM)-induced currents by MDMA in oocytes expressing a7 (left) or «4p2 (right) human nAChR. The responses are expressed as the percentage of the current elicited by 100 uM
ACh. Data are means + SEM of 3 oocytes from at least two donors. (B) Representative recordings of inward currents elicited by ACh (1 mM) and MDMA (100 uM) in the absence and
presence of PNU120596 (1 uM) in oocytes expressing o7 human nicotinic receptors. Oocytes maintained at a holding potential of -70 mV were stimulated with pulses of agonists of
5-s duration as indicated by the top horizontal bars, at 2-min intervals. Panel C shows pooled results for currents generated by ACh and MDMA on o7 human oocytes. Superfusion of
a7 oocytes with PNU120596 produced marked potentiation of the inward nicotinic current elicited by ACh (1 mM) or MDMA (100 pM). The potentiated responses are expressed as
the percentage of the current elicited by 1 mM ACh or 100 M MDMA. Data are means 4 SEM of 6 oocytes from at least three donors.

Functional upregulation

When cells were pretreated with MDMA (50 uM) for 24 h and their
response to specific nicotinic agonists was measured, a significant
increase in response was observed (Fig. 7). This demonstrates that,
like nicotine, chronic MDMA can induce functional upregulation of
nicotinic responses. Specifically, the response to the «a7-selective
agonist PNU 282987 (0.1 uM) was increased by about 20% (119.1 £
1.95, n=3, P<0.05 vs. control) while the response to the specific
agonist of heteromeric nAChR containing 32 subunits, 5-1-A-85380

(15 uM, Mogg et al., 2004), was increased by about 25% (126.27 £
4,99, n=3, P<0.05 vs. control).

Discussion

When we started studying the effects of MDMA on nAChR-
mediated Ca®™ response, our first hypothesis was that MDMA would
enhance endogenous ACh action on nAChRs. Thus, we tested its
effects on ACh-induced cytosolic Ca?™ increase. In these experiments,
a concentration-dependent inhibitory effect of MDMA was found with
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Fig. 4. (A) Pharmacological modulation of MDMA-induced increase in cytosolic Ca**.
Drugs were manually added to cultured PC12 cells loaded with Fluo-4, 10 min before
the automated addition of MDMA (50 pM). The response was measured for 5 s before
and 95 s after MDMA, then normalized as percentage (Fnax — Fmin) and expressed as a
percentage of the response induced by MDMA alone. All the measurements were
carried out in the presence of PNU 120596 (10 puM). Abbreviations and concentrations
used: MLA (methyllycaconitine, 1 uM), DHRE (dihydro-p-erythroidine, 50 uM), DANT
(dantrolene, 20 uM), 2-APB (2-aminoethyl diphenyl borate, 150 pM), NDP (nitrendi-
pine, 30 uM), ATR (atropine, 0.1 pM). Results are mean 4 SEM of three experiments
carried out in quadruplicates. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs. MDMA. Panels B and
C are representative tracings of the response to MDMA in a medium containing Ca®™
(B) and in a calcium-free medium (C).

an ICsq value in the low micromolar range, in agreement with former
radioligand binding results (Garcia-Rates et al.,, 2007). MDMA also
inhibited the effects of nicotine and the selective a7 agonist PNU
282987, with low micromolar ICsy values. However, the basal
fluorescence levels (after vehicle/MDMA and before the agonist)
were higher in MDMA-treated cells, which suggest that MDMA alone
has an agonistic effect. Then we tested the effect of acute application
of MDMA and found a concentration-effect relationship in the
micromolar concentration range. The effect of MDMA did not reach
the maximum values induced by ACh, which indicates a partial
agonist mode of action. The ECsq value was in the micromolar range,
which is in agreement with previous binding results. These results
were confirmed by electrophysiology experiments on Xenopus
oocytes expressing the human a7 and o432 nAChR: in a concentra-
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Fig. 5. Effect of preincubation with MDMA or nicotine (both at 50 uM) for different
times on basal cytosolic Ca?>" levels. Cultured PC12 cells were treated with either
MDMA, nicotine (both at a concentration of 50 pM) or their combination for 1, 6, and
24 h, then washed and loaded with Fluo-4 to measure the fluorescence corresponding
to basal Ca?" levels. Values are normalized to those from cells treated with vehicle
(control) and are the means of three different experiments + SEM. *P<0.05 vs. control.

tion-dependent manner, MDMA inhibited ACh-induced currents with
ICsp values similar to those obtained in calcium experiments. Applied
alone, MDMA was able to induce currents through a7 nAChR in the
presence of the PAM PNU 120596. Although the response was small
compared with the calcium signal obtained in PC12 cells, it must be
taken into account that, in cells, 7 nAChR activation can couple to
other pathways involved in Ca?™ increase, while this does not occur
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Fig. 6. (A) Representative Western blot of a-spectrin breakdown products (SBDP)
originated by calpain activation (145 and 150 kDa) and caspase 3 (120 and 150 kDa)
after 24-h treatment with culture medium (Ctrl), MDMA (50 uM), MDMA + MLA
(10 nM), and MLA alone. The localization of the molecular weight (MW) markers is
shown on the left of the picture. (B) Quantification of dot intensity of the SBDPs. Data
are the means 4 SEM of three different cultures, loaded in duplicates. *P<0.05 and
**P<0.001 vs. control.
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and cannot be measured in oocytes. In cells, a7 subunits can also
associate other subunits to build heteromeric nAChR, but this occurs
rarely. In fact, Drisdel and Green (2000) demonstrated that a-BgTx
binding sites in PC12 cells are o«7 homomers.

The fact that MDMA induced an increase in cytosolic Ca*>* led us to
study the pathways involved using specific blockers. According to our
previous work, the a7 nAChR blockers MLA and ot-BgTx abolished the
effect of MDMA, which showed that such effects take place mainly
through activation of these receptors. However, as we had previously
described that MDMA also has affinity for heteromeric receptors
(Garcia-Rates et al., 2007; Chipana et al., 2008b), we tested the effect
of DHRBE, an antagonist of these receptors. These receptors are
permeant to Nat, which could induce depolarization and open
VOCCs. This coupling mechanism was described by Dajas-Bailador
and Wonnacott (2004). At 1 pM, a concentration that ensures
selectivity on nAChRs containing the B2 subunit (Alkondon and
Albuquerque, 1993), DHRE had no significant effect on MDMA-
induced response, ruling out an agonistic effect on these receptors.
This finding, together with the previously reported binding affinity
and the inhibition of currents through o432 receptors in oocytes,
suggests that MDMA behaves as an antagonist at heteromeric
receptors while it is a partial agonist at a7 nAChRs. In fact, at the
concentrations employed of ACh and nicotine in the inhibition curves
(100 puM), it can be supposed that there is a predominant effect on
heteromeric receptors because at this concentration the ECsq for the
a7 type is hardly reached while it is supramaximal at a432 receptors
(Gopalakrishnan et al., 1995). Moreover, it must be noticed that the
ICso value for MDMA in a4f32-transfected oocytes is practically the
same as that obtained in the inhibition of ACh responses in PC12 cells.

Also, we tested the L-type VOCC inhibitor nitrendipine. L-type
channels have been reported to be the most prevalent VOCC in PC12
cells (Plummer et al., 1989), which is why we used nitrendipine.
Nitrendipine, at a concentration of 0.3 pM, inhibited the MDMA
response by 30%, while at a concentration of 30 uM, such inhibition
was doubled. This result must be taken with caution because L-type
VOCC blockers have been found to block nAChR currents at the most
commonly used concentrations (Donnellyroberts et al., 1995). For this
reason, we tested Cd>*, a nonselective blocker of VOCC that does not
inhibit ion flux through nAChRs (Trouslard et al., 1993), and found
that it inhibited MDMA-induced Ca?™" increase to a similar extent that
0.3 uM nitrendipine. This result suggests that, in our model, the initial
depolarization induced after o7 receptor activation by MDMA,
partially couples to L-type channel opening.

Calcium-induced calcium release (CICR) from endoplasmic reticu-
lum (ER) stores has been shown to be coupled to a7 nAChR activation
(Dajas-Bailador and Wonnacott, 2004; Dickinson et al., 2007). CICR

could occur after activation of two intracellular calcium release
channels localized in the ER: IP; receptors and ryanodine receptors
(Ehrlich et al,, 1994; Rizzuto, 2001). Accordingly, we tested two
blockers of these receptors (2-APB and dantrolene, respectively) with
MDMA. We found that the MDMA effect was significantly inhibited by
these blockers, which demonstrates the participation CICR. In fact,
these blockers had also been effective in preventing MDMA-induced
ROS generation in striatal synaptosomes (Chipana et al, 2008a).
However, 2-APB has been reported to have effects on other Ca’*-
signaling pathways, mainly inhibiting store-operated Ca?* influx
(reviewed by Bootman et al,, 2002) that is activated when Ca®™ has
been released from ER. Therefore, we cannot affirm that blockade by
2-APB takes place only at IP3 receptors, but the participation of CICR is
anyway confirmed.

The MDMA response was dependent on extracellular Ca®*, as
suppression of this cation totally inhibited its effect. Extracellular Ca®*
could enter through either a7 channels or L-type VOCCs and, as stated
above, this Ca®™ increase would also induce subsequent CICR.

Although mechanisms other than nAChR activation cannot be
totally ruled out in the MDMA-induced increase in cytosolic Ca®™, the
practically complete inhibition by MLA and o-BgTx indicates that o7
nAChR activation plays a major role in this process. Also, as it will be
discussed below, the long-lasting increase in Ca?™ basal levels
indicates that o7 nAChR activation by MDMA induces a more
prolonged increase of this cation than that induced by specific
nicotinic agonists. This could induce a robust increase in cytosolic
Ca?* that may lead to Ca?™ dysregulation and activation of cytotoxic
pathways, such as calpain and caspase 3, or affect mitochondria Ca®*
buffering capacity (Rizzuto, 2001).

Preincubation with MDMA for 24 h induced an increase in basal
cytosolic Ca>* levels, as measured after drug washout. Surprisingly,
preincubation with nicotine increased basal levels when it was carried
out for 1 h, but not after longer preincubation times. This indicates that
cells are able to buffer sustained activation by nicotine, but not that
induced by MDMA, which suggests increased vulnerability to this drug.

Sustained Ca®* influx after MDMA could favor cytotoxicity
through activation of Ca’?"-dependent pathways (i.e., calpain).
Calpain is a calcium-dependent protease whose activation is a
primary mechanism that contributes to several types of neurodegen-
erative conditions, including the excitatory amino acid-induced
neurotoxicity that is associated with traumatic brain injury, ischemia,
and hyperthermia (Pike et al, 1998; Buki et al, 1999). Calpain
specifically degrades the cytoskeletal membrane protein, spectrin,
into 145 and 150 kDa breakdown products (Harris and Morrow,
1988). Caspase 3 is another cysteine protease that is involved in
apoptotic pathways. It also degrades spectrin but produces a 120 kDa
spectrin fragment (Wang, 2000) and also can produce a 150-kDa
fragment (Zhang et al., 2009). Incubation of PC12 cells with MDMA for
24 h induced a significant increase in SBDPs of 145 and 150 kDa,
which indicates calpain activation, and a rise in the 120 kDa band that,
together with the increase in the 150 kDa SBDP, points to caspase 3
activation. In fact, in a previous work using cerebellar granule cells, we
demonstrated the proapoptotic role of caspase 3 in the neurotoxic
effects of amphetamines (Jimenez et al., 2004).

Spectrin proteolysis has been reported in vivo after treatment with
the amphetamine derivative methamphetamine (MA) (Staszewski
and Yamamoto, 2006) and was attributed to a MA-induced excito-
toxic response, mediated by glutamate AMPA-receptors (but not
NMDA receptors). Moreover, the increases in SBDPs induced by
MDMA were prevented by MLA, indicating that &7 nAChRs play a key
role in this process. Although in vivo participation of glutamate
receptors in amphetamine-induced neurotoxicity has been demon-
strated and cannot be ruled out, here we provide an additional
mechanism, as undifferentiated PC12 cells do not express functional
AMPA receptors (Sudo et al., 1997). Scaling drug concentrations from
in vitro to in vivo experiments is always controversial. Tumor-derived
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cell lines, as PC12, could be more resistant to toxic insults than other
cells and therefore higher concentrations of toxin are needed. Here we
used 50 pM MDMA to obtain a robust response in 24 h, which allows
sufficient margin for measurable inhibition, but it must be pointed out
that, as can be seen in the concentration-effect curve, the calcium
increase is already induced at concentrations around 1 pM, and low
micromolar concentrations are achieved in brain after administration
of amphetamines (Kitaichi et al, 2003; Johnson et al 2004). In
addition, such concentrations are compatible with those reported to
interact with the serotonin transporter, the main target of MDMA
(Ki=0.61 pM, Battaglia et al., 1988).

Our results contrast with the compelling evidence that nicotine,
rather than nAChR antagonists, is neuroprotective (reviewed by Pauly
et al,, 2004 and Mudo et al., 2007). However, nicotine can be toxic
under some circumstances or potentiate the neurotoxicity induced by
other agents (Pauly et al., 2004; Messi et al., 1997). The results of the
present work suggest that MDMA induces increase in cytosolic Ca®™
mainly through a7 nAChR and that this would enhance neurotoxicity,
as calpain/caspase activation indicates. Moreover, here we demon-
strate that MDMA inhibits heteromeric nAChRs activation, which have
been reported to be the main responsible for nicotine neuroprotective
effects. Therefore, MDMA would on the one hand inhibit neuropro-
tective inputs and on the other hand induce cytotoxicity through Ca?™
raise. This, together with MDMA-induced displacement of vesicular
monoamines and further cytosolic oxidation, would account for its
cytotoxic effects.

After chronic nicotine exposure, some nAChR subtypes undergo
radioligand binding upregulation, changes in stoichiometry, and an
increase in functional state (functional upregulation) (reviewed by
Gaimarri et al., 2007). Such upregulation occurs at a post-transcrip-
tional level and has been reported in cell cultures for o432 nAChRs
(Gopalakrishnan et al., 1997; Nashmi and Lester, 2007) as well as for
a7 nAChRs (Kawai and Berg, 2001). For this reason, we measured
cytosolic Ca®>™ levels to test whether pretreatment with MDMA
induced persistent changes in nAChRs, leading to an increased
response to agonists. Our experiments showed that, when incubated
for 24 h with MDMA, PC12 cells exhibited increased responses to PNU
282987 (a7-selective) and to 5-1-A-85380 (selective for 32 subunit-
containing receptors), measured after drug washout. This indicates
that MDMA also induces functional nAChR upregulation. The
mechanism by which nicotinic ligands induce nAChR upregulation is
complex and is still under investigation. However, the work done to
date indicates that upregulation can occur if the drug has a particular
affinity to one or more nAChR subunits; regardless of the agonist/
antagonist properties of the drug (i.e., the antagonist DHRE is also able
to induce it, Gopalakrishnan et al., 1997). In addition, upregulation is
enhanced when the drug crosses the cell membrane to interact with
immature forms of the receptor (Nashmi and Lester, 2007). The
affinity of MDMA towards both heteromeric and a7 nAChRs has been
demonstrated (Garcia-Rates et al., 2007), and this drug can reach the
cytosplasm after transport through the dopamine transporter (Metz-
ger et al,, 1998; Hansen et al., 2002), which is abundant in PC12 cells.
Therefore, the interaction of MDMA with immature receptor subunits
is feasible. In silico docking experiments are to be performed to find
out where in the complex nAChR structure MDMA can bind.

a7 nAChRs play an important role in dependence on nicotine and
other drugs (Nomikos et al., 2000). It has been noticed that MDMA
users are more likely to take other drugs than non-users (Rodgers,
2000). Psychostimulant drugs such as amphetamines and cocaine
share the ability to induce behavioral and neurochemical sensitization
that contribute to their addictive potential. It has been demonstrated
that activation of nAChRs plays a predominant role in such
sensitization (Schoffelmeer et al., 2002), when o7 and 32 subunit-
containing nAChRs are involved (Zanetti et al., 2006). Therefore,
direct and persistent activation of a7 receptors by MDMA might
contribute to its reinforcing effects.

To sum up, MDMA activates homomeric a7 nAChR and induces an
increase in cytosolic Ca>*. Such an increase is maintained and can
activate Ca®>*-dependent pathways such as calpain and caspase 3,
which are involved in neurotoxicity. In addition, sustained a7 nAChR
activation could be responsible for neurochemical changes that result
in the psychiatric disorders related with chronic MDMA abuse. Also,
MDMA blocks activation of heteromeric nAChRs, which would also
contribute to its neurotoxic effects. This work describes and
demonstrates a new mechanism of action for MDMA, which was
proposed in our previous publications.
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