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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa, con incidencia en aumento
y etiologia desconocida, que se caracteriza por la destruccion de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia negra (SN). El papel de la dopamina resulta esencial para la fisiopatologia de esta
enfermedad, entre otras, debido a su participacion en los circuitos de la actividad motora, memoria,
motivacion, recompensa, y sus conexiones con ganglios basales, corteza prefrontal y otras areas del
sistema limbico. Para ello, interacciona con receptores dopaminérgicos, agrupados en 2 familias,
D1llike y D2like, teniendo especial relevancia para el estudio la segunda, y méas concretamente, los
receptores D2 y D3, que, a pesar de pertenecer al mismo grupo, presentan diferencias demostradas
entre si en cuanto a mecanismo de accion y conexiones. El objetivo de este trabajo es estudiar la
expresion de los receptores D2 y D3 en las diferentes regiones que componen el sistema
mesoestriatal atendiendo a sus diferencias en relacion con su patron de vulnerabilidad. Usando la
técnca de RT-PCR se observo una subida significativa (p<0,05) de la expresion del ARNm del
receptor D3 en la sustancia negra compacta lateral (SNcL) frente a la sustancia negra compacta
rostromedial (SNcrm), mientras que en el caso de la expresion del receptor D2 no se encontraron
diferencias significativas. En el caso del estudio en el estriado se observd una mayor expresion del
receptor D2 que de D3. Estos resultados ofrecen una posibilidad de realizar un abordaje epigenético
para explicar las diferencias de expresion encontradas durante este trabajo.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, Dopamina, Sistema Mesoestriatal, Receptores D2 y D3.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease, with increasing incidence and unknown
etiology, characterized by the destruction of dopaminergic neurons in the substantia nigra (SN). The
role of dopamine is essential for the pathophysiology of this disease, among others, due to its
participation in the circuits of motor activity, memory, motivation, reward, and its connections with
basal ganglia, prefrontal cortex and other areas of the limbic system. For this purpose, it interacts
with dopaminergic receptors, grouped in 2 families, D1like and D2like, having special relevance for
the study the second one, and more specifically, the D2 and D3 receptors, which, in spite of
belonging to the same group, present demonstrated differences between them in terms of mechanism
of action and connections. The aim of this work is to study the expression of D2 and D3 receptors in
the different regions that compose the mesostriatal system attending to their differences in relation to
their vulnerability pattern. Using the RT-PCR technique, a significant increase (p<0.05) of D3
receptor mMRNA expression was observed in the lateral substantia nigra pars compacta (SNcL) versus
the rostromedial substantia nigra compacta (SNcrm), while in the case of D2 receptor expression no
significant differences were found. In the case of the study in the striatum, a higher expression of the
D2 receptor compared to D3 was observed. These results offer the possibility of an epigenetic
approach to explain the differences in expression found during this work.

Key words: Parkinson's disease, Dopamine, Mesostriatal System, D2 and D3 receptors.



1. INTRODUCCION

1.1 DEFINICION

La enfermedad de Parkinson (EP) una enfermedad de etiologia desconocida que ocupa el
segundo lugar entre las enfermedades neurodegenerativas solo superada por la enfermedad de
Alzheimer (1).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia es aproximadamente de un 0,3% en la poblacion general, aumentando con la
edad (llega al 2% en mayores de 60 afios y es superior al 4 % en mayores de 80), con una incidencia
de 8-18/100.000 personas/afio. Se calcula que el numero de personas con EP en las naciones mas
pobladas del mundo era de 4 millones en 2005 y se espera que para 2030 esa cifra haya crecido mas
del doble, a 9 millones, debido al envejecimiento de la poblacién. Algunos estudios sefialan mayor
prevalencia en varones y otras posibles diferencias entre razas, aunque estos datos estan pendientes
de confirmar. Otro aspecto de interés son los factores genéticos, sobre todo en aquellos que debutan
con la enfermedad por debajo de los 45 anos y que presentan historia familiar (2).

En Espafa, la EP afecta a unas 120.000-150.000 personas, con una incidencia de 10.000
casos nuevos al afio, siendo la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente, solo superada
por la Enfermedad de Alzheimer. EI 70% de las personas diagnosticadas de Parkinson en Espana
tienen mas de 65 anos, pero el 15% son menores de 50 afios. Los pacientes tardan una media de entre
1y 3 afios en obtener un diagnostico. La depresion puede ser la primera manifestacion del Parkinson
y, junto con el estrenimiento, alteracion del olfato o trastorno de conducta del sueiio REM, entre
otros sintomas no motores, pueden ser marcadores precoces de la enfermedad. Entre el 20 y el 25%
de los pacientes afectados por la EP requieren un ingreso hospitalario anual. En la Figura 1 se puede
observar como ha aumentado a lo largo de los afios el niumero de habitantes con EP (2).
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Figura 1: nimero de casos de EP en Espafia entre 2011 y 2020. Statista Research Department, 2022.



Estrechando el cerco sobre Canarias, segun los datos registrados en la Historia Clinica
Electronica, la prevalencia de la enfermedad de Parkinson ha crecido 11,55 por ciento entre 2019 y
2022. En total, en el archipiélago hay 14.039 personas diagnosticadas de Parkinson, a 31 de
diciembre de 2022, con especial incidencia en la isla de Tenerife, donde, segin la Asociacion del
Parkinson de Tenerife, unas 4000 personas padecen la enfermedad. De esos pacientes, mas de un
40% necesitan la ayuda de cuidadores de forma precoz, mientras que a los 10 afios del diagndstico se
estima que esa cifra pueda crecer al 73% (3).

1.3 CLINICA

La EP se caracteriza por temblor de reposo, rigidez, acinesia/bradicinesia y trastorno de la
marcha con inestabilidad postural. Como sintomas adicionales destacan dificultad para hablar,
deglucion alterada, trastornos autonémicos y una serie de manifestaciones no motoras que incluyen
alteraciones sensitivas, trastornos del estado de animo, disfuncion del suefio, deterioro cognitivo y
demencia. Las alteraciones motoras siguen siendo los sintomas cardinales, y, por tanto, los sintomas
guia para el diagnostico de la EP (1).
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Figura 2: clinica de la EP (Sergio Escriva Garcia, Webconsultas, 2022)
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1.4 FISIOPATOLOGIA

Se trata de un proceso cronico y progresivo provocado por la degeneracion neuronal en la
pars compacta de la sustancia negra (SN), lo que conlleva una disminucion en los niveles de
dopamina y la consiguiente aparicion de sintomas motores junto con la aparicion de inclusiones
intranucleares llamadas cuerpos de Lewy. En la Figura 3 se observa la pérdida de neuronas



dopaminérgicas en la sustancia negra. Dichas inclusiones también afectan a las neuronas colinérgicas
del nucleo basal de Menyert, al Locus Certileo, a nucleos dorsales del rafe...en definitiva se ven
implicados un nimero considerable de neurotransmisores ademéas de la dopamina, situdndose este
hecho como una posible causa de la mencionada clinica no motora. Se ha sido puesto de relieve que
la neurodegeneracion comienza antes de que se manifiesten tales sintomas motores, adquiriendo
especial relieve el conocimiento sobre las manifestaciones no motoras de la enfermedad debido a una
afectacion multisistema tanto a nivel cerebral como extracerebral (2).

A Parkinson's disease Normal

Normal SN pars- SN pars- Fe A A
compacta compacta in PD e v W D

Lewy body in a SN neuron

Figura 3: Comparacion macroscépica y microscopica de la sustancia negra normal y en un paciente con EP. Mandel et
al, 2009.

1.5 ETIOLOGIA

Casi todos los casos de EP son de tipo esporadico (85-90%) y se desconoce su etiologia. Las
Unicas causas conocidas son las mutaciones génicas. Han pasado 20 afios desde la descripcion de la
primera mutacion genética relacionada con la enfermedad (alfa-sinucleina); desde entonces han sido
descritas 22 mutaciones asociadas a la EP que pueden explicar hasta un 30 % de las formas
familiares y un 5 % de las formas esporadicas (2).

La informacién epidemioldgica sugiere que hay un mayor riesgo después de exposicién a
plaguicidas, vivir en zonas rurales y beber agua de pozos y también se han descrito factores
protectores como el consumo de tabaco, cafeina, AINEs, bloqueantes de los canales de calcio...Sin
embargo, se han descrito en estudios individuales pero los resultados han sido inconsistentes y hasta
ahora no se ha confirmado que un factor ambiental sea la causa o que contribuya a causar la EP (2).



Hay varias teorias sobre el origen de la EP esporadica: la dopamina se oxida resultando en
5,6-indolequinona, quinona dopamina y aminocromo. Los dos primeros son productos altamente
inestables que se degradan espontaneamente. Sin embargo, el aminocromo tiene como principal
funcion la formacion y unas proto-fibras toxicas de la proteina alfa-sinucleina, una de las primeras
proteinas que se identificaron como responsables de la EP. Ademads, produce estrés oxidativo,
disfuncién mitocondrial y degradacion de proteinas mediante activacion del sistema lisosomal y
proteasoma. Es decir, el propio metabolismo de la dopamina podria estar causando la muerte de las
neuronas dopaminérgicas (2).

Por otro lado, estudios llevados a cabo tanto en animales como en humanos han puesto en
evidencia a la disfuncién lisosomal como uno de los principales factores implicados en la
patogénesis de la EP. Un estudio de Abeliovich et al afirma que, dentro de los genes lisosomales
implicados, el que tiene un mayor impacto en un aumento del riesgo para el desarrollo de la
enfermedad es el GBAL, que codifica una enzima, la glucosilceramidasa, que cataliza el paso de
glucosilceramida en glucosa y ceramida. Una mutacion en el GBAL resultaria en un déficit de la
enzima, lo que llevaria a un acumulo de glucosilceramida y glucosilesfingosina, entre otros,
produciendo toxicidad e inflamacion, aumentando no solo el riesgo de padecer la enfermedad, sino
su gravedad, probabilidad de sufrir demencia asociada y aparicion temprana. Aunque se estan
Ilevando a cabo estudios sobre su eficacia en humanos, se ha experimentado en ratas un tratamiento
con PROO01, un vector disefiado para liberar el GBAL en el cerebro, puede retrasar o incluso detener
la progresién de la EP en pacientes con mutaciones en dicho gen (4).

1.6 DIAGNOSTICO

A pesar de los avances en el conocimiento de distintos aspectos de la EP, actualmente su
diagnostico sigue siendo fundamentalmente clinico, aunque hay pruebas complementarias como el
estudio del déficit olfatorio, la gammagrafia cardiaca con 123I-MIBG y los estudios con
neuroimagen funcional de la via dopaminérgica presinaptica con PET o SPECT o DATSCAN, que
pueden realizarse de forma ocasional con objeto de resolver casos dudosos (2).

Los criterios clinicos para el diagndstico incluyen presencia de bradicinesia acompafiada de, al
menos, uno de los siguientes: rigidez muscular, temblor de reposo de 4-6 Hz o inestabilidad postural
no causada por disfuncion visual primaria, vestibular, propioceptiva o cerebelosa (1).

La neuroimagen es til para diferenciar la EP de otros parkinsonismos. Destaca la RMN craneal,
que se utiliza para descartar causas de parkinsonismo secundario como hidrocefalia normopresiva o
tumores, parkinsonismos plus como la pardlisis supranuclear progresiva o la atrofia multisistémica.
En la EP la RMN resulta completamente normal. Otras técnicas empleadas son la ecografia
transcraneal o la neurosonografia, y como nuevas técnicas en desarrollo destaca la RM 7 teslas, que
permite visualizar la anatomia del sistema nervioso. Con esta técnica se ha objetivado una
hiperintensidad en secuencias T2 de la SN en sujetos normales, y su ausencia en pacientes con EP
debido a una pérdida de neuronas con melanina (nigrosomas) en la parte reticulada de la SN, y
mayor depoésito de hierro (2).



Obtener una certeza diagnostica completa en vida es imposible. En los estudios
clinicopatologicos realizados en la década de los noventa se consiguio una confirmacion diagnostica
por autopsia de entre el 75% y el 95% en pacientes diagnosticados de EP en vida. La precision
diagnostica varia considerablemente seguan la duracion de la enfermedad, la edad, la experiencia del
médico y la evolucion en nuestra comprension de la EP (estudios mas recientes muestran en general
una mayor precision) (2).

1.7 ANATOMIA PATOLOGICA

Se observa la existencia de cambios degenerativos en las neuronas de la pars compacta de la
SN, asociada a una gliosis reactiva moderada y a una disminucion de neuronas del locus ceruleus y
del nucleo dorsal del vago, con afectacion variable del nucleo basal de Meynert y de otros nucleos
subcorticales. Macroscopicamente se objetiva una depigmentacion de la SN. En esta enfermedad
existe una selectividad lesional tipica que la diferencia de otras entidades degenerativas, del
envejecimiento y del efecto de los agentes toxicos que, en general, lesionan mas difusamente la SN

(1).

El marcador histopatolégico caracteristico son los llamados cuerpos de Lewy (CL), que son
inclusiones intracitoplasmaticas neuronales de causa desconocida de vital importancia para poder
diagnosticar esta enfermedad, aunque no son patognomonicas, ya que también aparecen en otras
patologias como en la enfermedad de Alzheimer, necropsias de sujetos ancianos sanos, demencia por
cuerpos de Lewy, etc (1).

1.8 TRATAMIENTO

1.8.1 Farmacolodgico

La levodopa es el tratamiento clasico de la EP. Es un profarmaco de dopamina que actia a
nivel central tras ser transportada en el intestino delgado con mecanismo activo. Es necesario evitar
su transformacion periférica por la enzima descarboxilasa (ubicua en multiples tejidos) mediante
carbidopa o benserazida. Alcanza la barrera hematoencefalica y es introducida por otro transportador
de aminoacidos neutros al interior cerebral. Alli sera convertida en dopamina por la descarboxilasa
cerebral (1).

Ademas de su accion sintomatica, la levodopa (y otros farmacos dopaminérgicos) es capaz de
modificar la plasticidad del estriado denervado y estimular la liberacion de factores troficos en
modelos experimentales. Por otra parte, no se ha confirmado la toxicidad del farmaco; de hecho,
clinicamente parece que no es lesiva tras largos afos de uso (2).

La levodopa es el farmaco antiparkinsoniano mas eficaz disponible, aunque su uso en estadios
iniciales influye en la presencia de complicaciones motoras, especialmente en la aparicion de
discinesias y fluctuaciones motoras, mas comunmente descritas en pacientes jévenes. En cuanto a la
comparacion con otros farmacos antiparkinsonianos, la levodopa es sin duda el mas potente (con la



posible excepcion de la apomorfina) y el mejor tolerado, es claramente superior a los agonistas y al
resto de farmacos auxiliares (2).

Otros farmacos: agonistas dopaminérgicos (uso actualmente restringido por riesgo
cardiovascular, aunque los no ergéticos como pramipexol son eficaces en fase inicial en monoterapia
y en fase avanzada asociados a levodopa), iIMAO (rasagilina, selegilina), iCOMT (entacapona),
amantadina (eficaz en la reduccion de discinesias relacionadas con la levodopa), safinamida (eficaz
en el control de sintomas motores asociada a la levodopa) y la apomorfina (agonista D1-D2) (1).

1.8.2 No farmacolégico

Por otro lado, la actividad fisica se ha asociado, no solo a una disminucion del riesgo de
desarrollar una EP, sino a una mejora de determinados sintomas motores una vez establecida la
enfermedad. Un estudio de Ellis TD et al afirma que el ejercicio aerébico induce un aumento en la
liberacion de dopamina por parte de las células de la SN por resultados durante la experimentacion
en ratones, ademas de ralentizar el proceso de degeneracion de dichas células mediante el aumento
de los niveles de factores neurotroficos del cerebro (BDNF, GDNF...). En cuanto al entrenamiento
anaerdbico, se encuentran menos estudios con respecto al aerdbico, pero la evidencia muestra una
mejora de los sintomas relacionados con el movimiento (hipocinesia y bradicinesia) (5).

Ademaés, se ha demostrado que otras formas de entrenamiento como equilibrio o mindfulness
puede, no solo reducir el riesgo de caidas y el dolor, sino aliviar sintomas no motores como la
depresion asociada. Sin embardo, en fases tempranas de la enfermedad, no esta claro el beneficio de
las actividades citadas, por lo que lo que se recomienda es ejercicios de comunidad como baile o tai-
chi.

De momento, no se ha descrito una terapia bio-psico-social especifica como parte del manejo del
paciente con EP. No obstante, un estudio de Gibson G et al investiga si pudiera aplicarse un modelo
usado, por ejemplo, en el abordaje de la demencia para la EP. Los resultados concluyeron que, si
bien existen diferencias significativas en la clinica, fisiopatologia y tratamiento entre la demencia y
la EP, los pacientes con esta ultima podrian beneficiarse de la terapia bio-psico-social usada en la
demencia, no de manera especifica ni sustituyendo a otros tratamientos, pero si que puede ayudar a
tener una mayor claridad sobre las necesidades de los pacientes y usado como base para futuras
terapias (6).

1.9 DOPAMINA

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico que participa en 4 circuitos fundamentales
para la dopamina: nigroestriatal, mesolimbico, mesocortical y tuberoinfundibular. Las principales
funciones de la hormona son permitir el movimiento (conexion con los ganglios basales) y también
intervienen en la funcion de recompensa (conexion con corteza prefrontal y ndcleo accumbens),
novedad, motivacion, memoria, estado de alerta, inhibicion de la produccion de la prolactina... (7).

Se sintetiza a partir de L-Tirosina, que por medio de la tirosina hidroxilasa (TH) se degrada
dando como resultado L-DOPA, y ésta, por medio de la DOPA descarboxilasa, pasara a formar



dopamina (Figura 4), que es ampliamente distribuida por el bulbo olfatorio, SN y mesencéfalo,
hipotadlamo, area tegmental ventral, retina, sustancia gris periacueductal, entre otras.

Desde un punto de vista funcional, las vias dopaminérgicas se pueden dividir en tres grupos:

a) Motoras: (sistema nigro-estriatal, los axones parten de las neuronas dopamiergica situadas
en la sustancia negra compacta alcanzando el estriado).

b)  Conductuales (sistema mesolimbico y mesocortical).

c) Endocrinas (desde el hipotalamo a la hipofisis) (7).
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Figura 4: esquema de la sintesis de dopamina. Torres Carrillo et al, Aspectos Moleculares del Envejecimiento, 2012.

La dopamina se metaboliza mediante dos enzimas: MAO (Mono-Amino-Oxidasa) de la que
existen dos isoenzimas (A y B); y COMT (Catecol-Orto-Metil-Transferasa). Los metabolitos
formados son DOPAC (dihidroxifenil-acético) y HVA (&cido homovainillico). Asimismo, la
dopamina se hidroxila a Noradrenalina (NA) y esta, a su vez, se N-desmetila para sintetizar
adrenalina (7).

Un derivado sintético de la dopamina (6-hidroxi-dopamina) destruye quimicamente las
terminales nerviosas dopaminérgicas. Se utiliza en investigaciones farmacodinamicas para causar la
ablacion farmacoldgica dopaminérgica (8).

El proceso de sintesis dopaminérgico y los metabolitos y productos que intervienen en él pueden
resultar de gran importancia desde el punto de vista de la investigacion del origen de determinadas
enfermedades neurodegenerativas. En esta linea, existen evidencias realizadas que demuestran el
efecto de la tetrahydrobiopterina (BH4) sobre la liberacion de L-DOPA en tejido estriatal incubado



in vitro. El BH4 es un cofactor esencial de la TH y se ha demostrado influir en la liberacion de L-
DOPA en un mecanismo dosis-dependiente (9).

Las anomalias en el sistema dopaminérgico y sus receptores son la base para el estudio, no solo
de la EP, sino también de otras enfermedades como la esclerosis multiple o la Corea de Huntington

().

1.10 RECEPTORES DOPAMINERGICOS

1.10.1. Clasificacion

Los receptores de dopamina pertenecen a la familia de proteinas G, comprenden de D1 a D5
y se clasifican segun sus semejanzas en su composicion molecular en D1 like (D1 y D5) y D2 like
(D2, D3y D4), siendo los que se encuentran en mayor cantidad los D1y D2.
D1 es homdlogo de D5 en un 50% (de ahi que se clasifiquen juntos). Su principal diferencia es la
afinidad de la dopamina, mucho mayor por D5. El receptor D3 se encarga de la produccién de
neurotensina a partir de la dopamina y el D4 es homologo en un 41% a D2 y en un 39% a D3 y se
encuentra en corteza prefrontal e hipocampo. D1, D3 y D4 tienen especial afinidad por neurolépticos
atipicos como la clozapina y los dos ultimos han sido estudiados por mediar en la accion
antipsicatica de los neurolépticos y estar restringidos unicamente al sistema limbico (10).

1.10.2. D1like vs D2like

Las funciones del receptor D2 son fundamentalmente regulacién del estado de animo, control
del movimiento voluntario conectando con los ganglios basales y estabilizacion de las emociones
conectando con el sistema limbico, ademés de suponer el sitio de unién mas importante para
farmacos antipsicoticos (10)

Al contrario, se observé una baja afinidad de las butiferonas como el haloperidol en los
receptores D1, cuya principal implicacién son determinadas funciones cognitivas como la memoria o
la atencion. Ademas, se encarga de la respuesta del SNC al consumo de cocaina, mientras que el D2
hace lo propio con las drogas de abuso en general (11).

Tipicamente la familia del receptor D1like esta positivamente asociada con la adenil-ciclasa
(AC), induciendo la acumulacion de AMPc y la activacion de la PKC dependiente del mismo. Por el
contrario, la familia D2like disminuye la acumulacién de AMPc inhibiendo la PKC y el DARPP-23.
Farmacos como los neurolépticos bloquean los receptores D2like, mientras que farmacos como la
bromocriptina los activan (12, 13).

1.10.3. ; Qué se sabe del receptor D3?

Como ya se ha comentado, pertenece a la familia D2-like. Se encuentra selectivamente en
regiones del sistema limbico y tiene similitudes farmacoldgicas con el receptor D2. De hecho, los
receptores D2 y D3 son homodlogos en un 75% de sus regiones transmembrana.



Estas caracteristicas hicieron que el receptor centrase mucha atencion desde su descubrimiento como
una potencial diana para el tratamiento de la EP. Varios estudios aseguran que, mediante el
tratamiento con agonistas de este receptor, se puede no solo aliviar sintomas derivados de la
enfermedad como discinesia, disfuncion sensorial 0 sintomas psicéticos derivados del
parkinsonismo, sino que se puede incluso tener un efecto de neuroproteccion (12).

1.10.4. Transportador de dopamina (DAT)

El DAT (Dopamine Active Transporter) es una glicoproteina de membrana (12aa) que se
encarga de reabsorber la dopamina del espacio intercelular interaccionando con los receptores D2 y
D3, se encuentra regulada por protein-kinasas como la alfa-sinucleina e interviene en la
fisiopatologia de la EP. Acttia como un simportador Na+/Cl- y se encuentra ampliamente distribuido
por en la SN, globo palido, corteza cingulada, nucleo accumbens, area tegmental ventral,
amigdala...Se ha asociado alteraciones funcionales del DAT en dichas regiones con determinadas
patologias como la EP, TDAH o el trastorno bipolar (14).

La protein kinasa C (PKC) interviene de manera directa en la ubiquitinacion y endocitosis del
DAT. Se ha demostrado que un activador de la PKC, la N-fenetil methacrilamida (PMA), potenciaba
el proceso de ubiquitinacidn, y el tratamiento con inhibidores de la PKC como la bisindolimaleimida
detenia el proceso de degradacion de DAT mediada por PMA (15).

1.10.5. D2R-D3R: localizacién y distribucién

En general, la familia D2like se concentra en el cuerpo estriado, globo palido externo,
amigdala, hipdfisis, &rea tegmental ventral, hipocampo y corteza entorrinal, ademas de las neuronas
dopaminérgicas de la SN. Sin embargo, no todos los receptores de dicha familia se encuentran
distribuidos de la misma forma. Un estudio (Bouthenet et al) visualizo el ARNm del D3R en varias
secciones de cerebro en ratones mediante hibridacion in situ usando como marcador un &cido
ribonucleico correspondiente al tercer bucle citoplasmatico, un dominio presente en D2R y D3R con
una homologia discreta entre ambos. Para comparar, se observd también un ARNm especifico del
D2R en secciones adyacentes. La investigacion dio como resultado que el D2R se expresaba en
practicamente la totalidad de regiones cerebrales importantes que recibian proyecciones
dopaminérgicas, con un predominio en las regiones motoras, especialmente en el cuerpo estriado.
Sin embargo, la expresion del D3R se encuentra més restringida, existiendo una mayor
concentracion en areas del telencéfalo como el nucleo accumbens o las islas de Calleja y otras areas
del sistema limbico como el hipocampo y los cuerpos mamilares. En general, se observé que el D3R
se concentraba con méas abundancia en regiones dopaminérgicas implicadas en funciones cognitivas
y de emociones (16).

Ambos receptores fueron detectados también a nivel de la sustancia negra, sugiriendo que no
solo actian como autorreceptores, sino como receptores post sinapticos (Figura 5) (16).
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Figura 5: ruta de la dopamina desde la neurona pre-sinaptica (Tasneem et al, 2020).

1.10.5. D2R-D3R vy neurodegeneracién / neuroproteccién

Como se ha comentado, los receptores D2like inhiben la AC (Figura 6). Sin embargo, se han
observado diferencias significativas entre los distintos receptores de esa familia en cuanto a la
respuesta funcional y la activacion de cascadas de sefializacion, siendo especialmente destacada en
los receptores D3R. Se ha observado que se produce el efecto inhibitorio con la interaccion entre los
D3Ry la isoforma V de la AC (ACV), pero dicho efecto ha sido bajo o inexistente con la isoforma
VI. La ventaja es que la ACV se encuentra ampliamente distribuida en regiones con actividad
dopaminérgica, especialmente en el estriado, teniendo un rol importante no solo en la EP, sino
tambien en la regulacion de trastornos de ansiedad, sindrome de abstinencia o la discinesia inducida
por L-3,4-DOPA. Ocurre algo similar con la activacion de la via MAPK/ERK, posible mediante la
interaccion con el D2R o el D4R, si la interaccion se produce con el D3R, la activacion solo se
produce si existe una coexpresion de la proteina Gao y no de Gai (12, 17).
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Figura 6: cascada de sefializacion de la familia D2like (Rangel-Barajas et al, 2015)

Los receptores D2 también modulan canales GIRK (canales de K rectificadores de proteinas
G), los cuales modulan la actividad eléctrica cerebral, mientras que existe una menor afinidad para
los receptores D3 segun se ha demostrado mediante experimentacion en ratones (12).

Algunos estudios concluyeron mediante experimentacion con ratas que la administracion
prolongada de pramipexol (0,1mg/kg/dia entre 6 y 21 dias) disminuye la reabsorcion de dopamina en
el estriado, desplazando al DAT al tener mayor afinidad por los receptores D2 y D3, siendo
especialmente notable en D3. De hecho, el efecto del pramipexol estuvo ausente en ratones a los que
experimentalmente se les elimino el receptor D3, pero no se vio afectado en ratones genéticamente
privados del receptor D2, lo cual indica que son dependientes del receptor D3. Si bien la sefializacién
de D2 estimula la actividad de DAT, algunos datos sugieren que el D3 tiene un efecto bifasico
(Figura 7). (18, 19).

En resumen, los resultados indican que la activacion de D3R a largo plazo promueve la
regulaciéon negativa de DAT, un efecto que puede ser la base de las acciones neuroprotectoras y
antidepresivas descritas para algunos agonistas de D2R/D3R. Sin embargo, a pesar del amplio uso
terapéutico de estos agonistas en trastornos neuropsiquiatricos, este fendmeno ha sido poco estudiado
(19).
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El pramipexol, ademas de haber demostrado eficacia en el control de sintomas como
alucinaciones o depresion, también existen ciertos datos que afirman que se trata de un modulador de
la autofagia. Existe una evidencia creciente que afirma que la autofagia es deficiente en determinadas
enfermedades psiquiatricas y neurodegenerativas, de esta forma, el uso de un inductor de la autofagia
podria tener efectos beneficiosos en estas patologias. Sin embargo, no se recomienda la
administracion prolongada de dichos inductores debido a que comparten vias de sefializacion con
procesos de muerte celular e interrumpen la sintesis proteica. La busqueda de nuevos inductores
autofagicos indica que el uso de ligandos de D2R y D3R puede también activar la autofagia, aunque
se desconocen aspectos esenciales sobre su mecanismo de accién. Para aclararlo, en un estudio
(Barroso-Chinea, 2020) se administré pramipexol a ratones con sobreexpresion de los genes de D2R
y D3R y a otro grupo de ratones “knock-out” a los que se les habian suprimido dichos genes. El
resultado fue que el pramipexol induce la autofagia por inhibicion de MTOR mediante un
mecanismo D3R dependiente, pero D2R independiente. Ademas, este proceso incluye inhibicién de
MTORC1 con preservacion de la sintesis proteica, o que contrasta con procesos de inhibicion
alostérica o catalitica de MTOR y abre la puerta a posibles terapias mediadas por ligandos de
receptores acoplados a proteinas G para el futuro tratamiento eficaz de enfermedades
neurodegenerativas y psiquiatricas (20).

. Esto es importante ya que existen una serie de estudios que afirman que una disrupcion en la
autofagia puede generar agregados proteicos que pueden causar muerte neuronal. Un estudio de Li y
colaboradores demostr6 un aumento de vacuolas autofégicas en el cerebro de ratones tratados con
pramipexol (19).

Otro estudio afirma que el uso de agonistas del D3R puede tener un efecto neuroprotector
mediante la modulacion de agregados aberrantes de la proteina comentada anteriormente alfa-
sinucleina (Yang P et al)) (Figura 8). Las alteraciones sensoriales como las gustativas y las olfatorias
son comunes en enfermedades neurodegenerativas, entre las que se encuentra la EP, cuya
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destruccion de neuronas dopaminérgicas afecta a regiones encargadas de los sentidos mencionados
como la corteza orbitofrontal, insula o el nucleo del tracto solitario. A pesar del impacto de dichos
sintomas sobre la calidad de vida de los pacientes, no existe, de momento, ningun tratamiento eficaz
para estos sintomas no motores. Sin embargo, el ya mencionado pramipexol podria tener un efecto
beneficioso sobre el alivio de estos sintomas, aunque se requiere de mas estudios para poder tener
suficiente evidencia. (21)
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Figura 8: agonistas de D3R estimulan la degradacion de la alfa-sinucleina (Yang P et al, 2020).

Otros farmacos que se valoran son agonistas parciales como la cariprazina (con gran afinidad
por D2/D3), farmaco del que se han hecho andlisis y estudios preclinicos demostrando tener una alta
eficacia en el tratamiento del trastorno bipolar y la esquizofrenia. Ademas, un estudio (Gonda y
Tarazi, 2021) destaca otro efecto importante, y es la mejora de sintomas parkinsonianos tanto
sintomas no motores, como la depresion asociada actuando en el sistema mesolimbico, como
motores, como el sindrome de las piernas inquietas. Sin embargo, se desconoce el mecanismo de
accion exacto por el que sucede esto (22).
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2. HIPOTESIS

Teniendo en cuenta que:
- Los receptores dopaminérgicos pueden tener una implicacion directa en las diferencias de
vulnerabilidad dentro del sistema mesoestriatal.
- La sintomatologia motora de los enfermos de Parkinson se debe a la pérdida de las células
dopaminérgicas de la SN y que no todas las neuronas de esa region tienen el mismo patron de
degeneracion.

Nuestra hipotesis es que existen diferencias de expresion de D2 y D3 entre los diferentes ndcleos
dopaminérgicos mesencefalicos y que éstas se encuentran reguladas por fenébmenos epigenéticos.

3. OBJETIVOS

3.1. Principal:
- Estudiar los patrones de expresion de D2 y D3 en el sistema mesoestriatal.

3.2 Secundarios:
- Hacer una revision sobre el estado actual de la EP.

- Hacer un abordaje bibliografico profundo sobre los receptores de dopamina.

4.MATERIAL Y METODOS

4.1. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimia se ha realizado en cerebros humanos donados para la investigacion y
la docencia al Departamento de Ciencias Médicas Basicas. Los cerebros han sido obtenidos segun las
directrices nacionales espafiolas y bajo la supervision del Comité Etico de la Universidad de La
Laguna (CEIBA2022-3199), de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. Los cerebros humanos
proceden de 4 donantes (2 hombres y 2 mujeres; edad media 63,2 + 4,4 afios) fallecidos sin
antecedentes de drogadiccion ni enfermedades neuroldgicas o psiquiatricas. Los cerebros se
extrajeron tras un periodo post mortem de 16,3 £ 5,4 h. Los blogues contenian toda la formacion
dopaminérgica del mesencéfalo (desde los cuerpos mamilares hasta la protuberancia). Las piezas se
lavaron brevemente en PBS y se sumergieron en paraformaldehido al 4% en PBS durante 72 h a 4
°C. A continuacion, se crioprotegieron en una serie graduada de soluciones de sacarosa-PBS y se
almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento.

Posteriormente se obtuvieron cortes coronales de 50 um con un microtomo de congelacion,
se ordenaron en serie, y se procesaron para realizar la inmunohostoquimia de TH. Para el marcaje
inmunohistoquimico Unico se sumergieron los cortes en H202 al 3% durante 30 minutos para
desactivar las peroxidasas enddgenas, y se dejo actuar a 1h a temperatura ambiente en PBS suero de
cabra 4% normal (NGS; Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) en el PBS, que contiene 0.05%
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Triton X-100 (TX-100; Sigma), y se dejaron durante toda la noche en PBS que contiene 2% NGS
con el anticuerpo primario: TH (Sigma 1:2000).

Se lavd varias veces y se aplicd suero de cabra biotinilado anti-conejo (1:1200; Jackson
ImmunoResearch) and 1:200 NGS in PBS, y se dejo actuar 2h. La reaccion se hizo visible tras
incubarse 1h a temperatura ambiente en ExtrAvidin—peroxidasa (1:5000; Sigma) en PBS, y después
de 10 minutos en 0.005% 3'-3'-diamiobenzidina tetrahydrochlorida (DAB; Sigma) y 0.001% H202
en cacodylate buffer 0.05N pH 7.6.

4.2. RT-PCR

La RT-PCR se realiz6 usando tejido mesencefalico de cerebro de raton (n=5). Los ratones
fueron sacrificados por decapitacion y se les extrajo rapidamente el cerebro. Los mesencéfalos
ventrales que contienen la SN (entre 3,00 mm y 4,00 mm rostral al eje interaural) se disecaron en
hielo utilizando un bloque cerebral y se extrajo el ARN utilizando el método del fenol acido.

Se realizd la transcripcion inversa de dos microgramos de ARN total tras la
termodesnaturalizaciéon (5 min, 65°C) y el tratamiento con cebadores oligo-dT. Para la sintesis de
ADNc se utilizo la transcriptasa inversa AMV (Roche Diagnostics), en las condiciones
recomendadas por el fabricante, en un volumen final de 20 pl. En la RT-PCR Como control de la
cantidad de ADNCc sintetizado en diferentes muestras, se utilizd 1 pl de una dilucion 1:5 del ADNc
como molde para la amplificacion por PCR de GAPDH, un gen expresado constitutivamente.
También se utilizé un microlitro de ADNCc sin diluir para amplificar D2 y D3 en tubos de 25 pl de
volumen de reaccién final. Las reacciones de amplificacién incluyeron 0,2 mm de dNTPs, 0,5 | de
cada cebador, 0,5 U de Taq ADN polimerasa (Promega) y tampon 1-PCR pH 9,0, con 1,5 mmMgCI2
final. Se realizaron treinta ciclos de los siguientes perfiles de temperatura en un termociclador MJR:
94°C (1 min) 65°C (1 min) 72°C (1 min) para la amplificacion de los diferentes genes. Quince
microlitros del producto de la PCR se separaron en geles de acrilamida al 5%, se tifieron con
0,51gZmL de bromuro de etidio y se capturaron imagenes digitales bajo luz UV. La secuencia de los
cebadores utilizados se muestra en la siguiente tabla (Tabla 1). Todos los procedimientos realizados
en animales estan aprobados por el Comité Etico de la Universidad de La Laguna (CEIBA2022-
3199).

Genes Forward (5"-3") Reverse (5-3")
D2R AGCTCAGGAGCTGGAAATGGAG GCATGCCCATTCTTTTCTGGT

D3R AGCTCAGGAGCTGGAAATGGAG GGCATGCCCATTCTTTTCTGGT

GAPDH | TGGTGAAGCAGGCATCTGAG TGAAGTCGCAGGAGACAACC

Tabla 1: secuencia de los primers usados
4.3. Analisis estadistico

El analisis matematico para la comparacion de medias se realizd mediante la prueba t de
Student. El analisis se realiz6 con el programa Statistica (Statsoft; Tulsa, EE.UU.). Los datos se
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expresan como media £ SEM. Un nivel de *p<0,05 se considerd critico para asignar significacion
estadistica.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Expresion la proteina de TH en sustancia negra de humano

En este apartado se muestra una inmunohistoquimia, utilizando un anticuerpo frente a TH,
realizada en tejido de mesencéfalo de humano (Fig. X). En ella se puede ver, tanto el marcaje del
anticuerpo como la neuromelanina, un pigmento caracteristico de estas neuronas. Esta técnica nos ha
permitido observar las neuronas de una de las regiones del cerebro que degenera en la EP y que es la
responsable de los sintomas motores de la misma. Relacionado con el patrén de vulnerabilidad que
marca el grado de degeneracion de las diferentes poblaciones de esta region, las neuronas localizadas
en la SN son mas sensibles a la degeneracion que las localizadas en el ATV. También encontramos
diferencias dentro de la SN en cuanto al grado de degeneracion de estas células en la EP, siendo las
de las regiones laterales de la SN compacta (SNcL) méas vulnerables que las de las regiones
rostromediales (SNcrm) (Damier, P et al, 1999, 23). Es interesante destacar que en la imagen
relacionada con este apartado de resultados podemos observar un detalle de las neuronas de la SNrm
(Fig. 9A) y de la SNcL (Fig. 9B).
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Figura 9: A, B.-Inmunohistoquimia de TH en tejido de mesencéfalo de humano. En la columna derecha se observa: A.-
Detalle de SNcrm. B.-Detalle de SNcL. TH, Tirosina Hidroxilasa. SN, Sustancia Negra. ATV, Area Tegmental Ventral.
SNcrm, Sustancia Negra Compacta Rostromedial. SNcL, Sustancia Negra Compacta Lateral.

5.2. Expresion diferencial del ARNm de D2 y D3 en el sistema mesoestriatal de raton

Teniendo en cuenta el patron de degeneracion de las neuronas mesencefalicas en la EP
explicado en el apartado 5.1. y en base a la importancia que tienen los receptores de dopamina D2 y
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D3 en el correcto funcionamiento del sistema mesoestriatal, decidimos centrar el trabajo en medir las
diferencias de expresion de estos receptores en las distintas regiones de dicho sistema (Figura 10).
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Figura 10: A.-Inmunohistoquimia de TH en tejido de mesencéfalo de raton. En las cajas se pueden obaservar la SNcrm y
la SNcL.B,C,D.-RT-PCR y cuantificacion de la expresion en SN de raton de D2R (B) y de D3R (C) y de D2R y D3R en
estriado de raton (D). TH, Tirosina Hidroxilasa. SN, Sustancia Negra. ATV, Area Tegmental Ventral. SNcrm, Sustancia
Negra Compacta Rostromedial. SNcL, Sustancia Negra Compacta Lateral. D2R, Receptor D2. D3R, Receptor D3.

Para mostrar de una manera mas clara cuales fueron los nucleos objeto de estudio, se ha
incluido la imagen de una inmunohistoquimia de mesencéfalo de ratdn realizada previamente en el
laboratorio donde se muestran incluidas en cajas la SNcrm y la SNcL (Fig. 10A). Usando como
referencia la imagen comentada se realizaron RT-PCRs de los receptores D2 y D3 en las regiones
indicadas, observandose una subida significativa (p<0,05) de la expresién del ARNm del receptor D3
en la SNcL, que es la zona que presenta una mayor vulnerabilidad en la EP (Fig. 10C). En el caso de
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la expresion del receptor D2 no se encontraron diferencias significativas, pero si hay una tendencia a
aumentar nuevamente en la SNcL (Fig. 10B). También podemos observar como los niveles de
expresion de los receptores D2 en el estriado son mayores que los de D3 (Fig. 10D).

La finalidad de este trabajo es haberme iniciado en la dindmica de un laboratorio,
participando activamente de la realizacion de las técnicas que han quedado explicadas en el apartado
de material y métodos y mostradas en este apartado de resultados y discusion. El haber realizado una
inmunohistoquimia de TH en SN de humano me ha permitido conocer de una manera mas concreta
las neuronas que degeneran en la EP y el poder visualizarlas ayuda a comprender un poco mas como
es el desarrollo de esta enfermedad. Por otro lado, el estudio més profundo de los receptores
dopaminérgicos D2 y D3, debido a la importancia que tienen en el sistema mesoestriatal, suponen un
reto dentro de la investigacion en este campo. El haber encontrado un aumento significativo en la
expresion del ARNm del receptor D3 (también del receptor D2, no siendo significativo en este caso)
en la SNcL frente a la SNcrm, nos abre la posibilidad de estudiar mas a fondo a que pueden ser
debidas estas diferencias. La hipétesis con la que se seguird en esta linea es que este aumento de
expresion se debe a caracteristicas epigenéticas diferenciales entre la SNcL y la SNcrm. La
epigenética consiste en el estudio de las modificaciones reversibles y hereditarias que modulan la
funcion de los genes, y que no afectan a la secuencia de nucleétidos del ADN. Estos cambios se
producen debido al estilo de vida y a la interaccién con el medio ambiente de los diferentes
organismos (24).

La metilacién del ADN, uno de los principales marcadores epigenéticos, juega un papel
fundamental en diferentes enfermedades neurodegenerativas como la EP (Younesian S et al, 2022,
25). Debido a lo anteriormente descrito, el estudio de los niveles de metilacion de los genes
encargados de expresar los receptores D2 y D3 podria acercarnos a plantear terapias epigenéticas que
puedan contribuir a aumentar la calidad de vida de los pacientes de EP.

6. CONCLUSIONES

- Los receptores dopaminérgicos D2 y D3 tienen una implicacion directa en el correcto
funcionamiento del sistema mesoestriatal.

- La expresion del receptor D3 se encuentra significativamente aumentada en la SNcL frente a la
SNcrm. También encontramos aumentada la expresion del receptor D2, no siendo significativa en
este caso.

- La region donde se encuentran sobreexpresado el receptor D3, es decir la SNcL, es la zona de la SN
mas vulnerable a la degeneracién en la EP.

- El abordaje epigenético para explicar las diferencias de expresion del receptor D3 abre una posible
respuesta a las variaciones encontradas.
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7. LO QUE HE APRENDIDO EN ESTE TFG

Principalmente, considero que ha sido una buena experiencia como trabajo de investigacion
en lo que se refiere a la practica en un laboratorio, no solo por familiarizarme con el material que se
utiliza, sino también al ver cdmo es el dia a dia y qué es lo que se debe tener a la hora de emprender
una investigacion, destacando, sobre todo, la paciencia y la curiosidad por descubrir nuevos
conocimientos.

Ademas, he podido aplicar a la practica el test de la t de Student como método estadistico
realizado, tantas veces estudiado en la teoria.

Por ultimo, siempre he sentido inquietud e interés por la rama de la neurologia y
neurofisiologia, por lo que este TFG me ha permitido profundizar més en el sector de las
enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la dopamina, y mas concretamente en la EP,
desde el aspecto mas funcional y clinico del neurotransmisor, repasando las funciones que
desempefia dentro del organismo, hasta su mecanismo micromolecular, realizando un estudio
detallado sobre los receptores con los que interacciona y el resto de reacciones explicadas durante el
trabajo.
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