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RESUMEN

La dopamina (DA) es una monoamina que actla como neurotransmisor en diferentes procesos
cerebrales. La DA ejerce sus funciones a través de receptores postsinapticos y presinapticos. La
disponibilidad de DA a nivel de los receptores esta regulada por el transportador de dopamina (DAT),
encargado de la recaptacion de DA extracelular hacia el interior de la neurona presinaptica después de
su liberacion. La enfermedad de Parkinson (EP) y trastornos psiquidtricos como esquizofrenia, trastorno
bipolar y déficit de atencion con hiperactividad se han relacionado con disfuncion del DAT. La
actividad del transportador estd regulada por modificaciones postrasduccionales e interacciéon con
diferentes proteinas presinapticas y autorreceptores dopaminérgicos D2 y D3 que facilitan el
reclutamiento de DAT en la membrana o su internalizacion para ser reciclado o degradado. Teniendo en
cuenta el papel de DAT en trastornos neuro-psiquiatricos y la amplia prescripcion de agonistas D2/D3
en el tratamiento de la EP, y antagonistas en la depresion, el objetivo de este trabajo es hacer una
revision sobre la interaccion de autorreceptores D2 y D3 con DAT. Los datos indican que Ia
estimulacion del receptor D2 aumenta la expresion de DAT en la membrana y la recaptacion de DA,
tanto por interaccion fisica como por mecanismos dependientes de proteinas G. En cambio, Ia
estimulacion del receptor D3 tiene un efecto bifasico. De forma aguda induce reclutamiento de DAT y
aumento de la recaptacion de DA a través de un mecanismo proteinas G (MAPK y PI3K)-dependiente.
Mientras que su estimulacion prolongada tiene el efecto opuesto, inhibe la actividad DAT. Este efecto
adaptativo a largo plazo parece estar mediado por dos mecanismos diferentes, fosforilacion e
internalizacion, y formacion de complejos oligoméricos no funcionales de DAT. A través de estos
mecanismos, los agonistas D3R pueden tener efectos beneficiosos en la EP y depresion.

ABSTRACT

Dopamine (DA) is a monoamine neurotransmitter involved in different brain functions such as
behavior, cognition, motor activity, motivation and learning. DA actions are exerted through DA post-
and pre-synaptic receptors. The availability of DA on DA receptors is regulated by the dopamine
transporter (DAT), a membrane glycoprotein responsible for the uptake of DA into the presynaptic
neuron after its release. DAT dysfunction has been implicated in Parkinson’s disease (PD) and in
psychiatric disorders such as schizophrenia, bipolar disorder and attention deficit hyperactivity disorder.
DAT activity is regulated by posttranslational modifications such as glycosylation, phosphorylation and
ubiquitination, and interactions with different presynaptic proteins including DA D2 and D3
autoreceptors. These interactions promote the recruitment of DAT to the plasma membrane or its
internalization to be either recycled or degraded. Bearing in mind the role of DAT in different neuro-
psychiatric conditions, and the extensive prescription of DA D2/D3 ligands: agonists in PD, and
antagonists in depression and bipolar disorder, the aim of this work is to review the current knowledge
on the interaction between DA D2 and D3 autoreceptors with DAT. Data show that D2 receptor
stimulation leads to an increase in DAT membrane expression and DA uptake, and that this effect is
mediated by both direct DAT-D2 interaction and a G-protein mediated mechanism. However, D3
receptor stimulation has a biphasic effect. Acute stimulation promotes DAT recruitment to the plasma
membrane and an increase in DA uptake through a G-protein (MAPK and PIK3)-dependent mechanism.
But after prolonged stimulation, DAT uptake decreases. This long-term adaptive effect is probably
mediated by both phosphorylation and subsequent internalization, and the formation of non-functional
DAT oligomeric complexes. Through these adaptive mechanisms, D3 receptor agonists may exert
beneficial effects on PD and depression.
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1. INTRODUCCION

1.1. Definicion y funciones de la dopamina

La dopamina (DA) es la principal catecolamina que actia como neurotransmisor en el sistema
nervioso central de los mamiferos y controla una gran variedad de funciones como la modulacion de la
actividad sensorial, la actividad motora, la actividad endocrina, el aprendizaje, la memoria, la emotividad,
la afectividad y la motivacion [1, 2]. Teniendo en cuenta el papel de la DA en estas funciones, su
desregulacion se relaciona con el desarrollo de trastornos neuroldgicos como la esquizofrenia, déficit de
atencion con hiperactividad (TDAH), sindrome de piernas inquietas, depresion, enfermedad de Parkinson

(EP), asi como el abuso de drogas psicoestimulantes [2].

1.2. Sistema dopaminérgico mesoestriatal

Las neuronas responsables de sintetizar DA se encuentran en diferentes regiones del sistema
nervioso central, especialmente en la sustancia negra pars compacta (SNc), el area tegmental ventral
(ATV) del mesencéfalo y el hipotdlamo, dando origen a los sistemas dopaminérgico mesoestriatal,
mesocorticolimbico y tuberoinfundibular, respectivamente [3] (ver figura 1). El sistema mesoestriatal tiene
su origen en la SNc, cuyas neuronas se localizan en el mesencéfalo y proyectan principalmente a la parte
dorsal del estriado [4, 5]. Este sistema mesoestriatal estd implicado en la regulacion motora y su
degeneracion es la principal patologia en la EP.
Por otro lado, las neuronas que constituyen el sistema dopaminérgico mesocorticolimbico tiene su origen
en el ATV, también localizada en el mesencéfalo. Dichas células dopaminérgicas envian proyecciones
fundamentalmente a la corteza frontal, amigdala y parte ventral del estriado y ntcleo accumbens [6, 7].
Este sistema dopaminérgico esta relacionado con respuestas motivacionales y afectivas. De hecho, existen
evidencias que demuestran que el sistema mesocorticolimbico juega un papel importante en el desarrollo de

la esquizofrenia y en la fisiopatologia de la depresion [8].

C. Prefontal Fig. 1. Esquema de los
Limbico sistemas dopaminérgicos
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1.3. Manejo de la dopamina en el cerebro

Los efectos de la DA sobre sus receptores dependen de los niveles de DA a nivel extracelular y
éstos del equilibrio entre diferentes procesos que en conjunto llamamos manejo de la DA. El manejo de la
DA incluye: sintesis, almacenamiento vesicular, liberacion, recaptacion y metabolizacion. La DA se
sintetiza a partir de la hidroxilacion del aminoacido L-tirosina y el oxigeno como sustratos, la
tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor, y la enzima tirosina hidroxilasa (TH, enzima limitante en este
proceso) dando lugar a la L-DOPA. La decarboxilacion de ésta por la accion de enzima dopa
descarboxilasa da lugar a la DA. La DA es almacenada en vesiculas sinapticas a través del transportador
vesicular de monoaminas VMAT?2. Tras la fusion de la membrana vesicular con la membrana plasmatica
se libera la DA al espacio extracelular, donde actia sobre los receptores. Posteriormente es recaptada por
la neurona dopaminégica a través del transportador de DA (DAT). La DA puede ser metabolizada tanto a
nivel extracelular como intracelular. La DA citosdlica no vesiculada puede metabolizarse por
autoxidacion o a través de dos enzimas, la monoamino-oxidasa (MAQ), de la que se han descrito dos
isoformas (MAO-A y MAO-B) y la catecol-o-metiltransferasa (COMT; ver figura 2). El catabolismo
enzimatico de la DA, via MAO, induce la formacion de perdxido de hidrogeno, y su auto-oxidacion a la
sintesis de neuromelanina, y ésta a la formaciéon de radicales hidroxilo al unirse al hierro [9, 10].
Teniendo en cuenta este fenomeno, se ha sugerido que la DA, ademas de ser neurotransmisor de las
neuronas dopaminérgicas, cuyo déficit caracteriza la EP, puede ser responsable de la susceptibilidad de

las neuronas dopaminérgicas a la degeneracion [11].
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1.4. Transportador de dopamina y vulnerabilidad dopaminérgica

Los niveles de DA intracelular dependen fundamentalmente de su recaptacion desde el espacio
extracelular por el DAT. DAT es una glicoproteina con 12 dominios transmembrana Na”CI” dependiente,
especifica de las neuronas dopaminérgicas, presente en la membrana presinaptica que recapta la DA
desde el espacio sinaptico hacia el citosol, lo que lo convierte en un elemento esencial en la intensidad de
sefalizacion, inactivacion y reciclaje de la DA extracelular [12, 13]. Teniendo en cuenta que VMAT2 es
el responsable de la vesiculacion de DA citosblica, podemos decir que los niveles de DA citosdlica
dependen del balance entre estos dos transportadores (ver figura 3). Ademas, ambos transportadores
también pueden ser utilizados por metabolitos de la DA o toxicos exdgenos que compartan similitudes
estructurales con ésta [14]. El hecho de que DAT aumenta los niveles de DA o de téxicos en el citosol, lo
convierte en un factor de riesgo ante la degeneracion, mientras que el VMAT?2, al almacenarlos en las
vesiculas y reducir sus niveles en el citosol, lo convierte en un factor neuroprotector [15, 16, 17].

La desregulacion de DAT se ha implicado en diferentes trastornos neuroldgicos como TDAH,
depresion, abusos a drogas, EP y esquizofrenia [18, 19, 20]. Actualmente se sabe que la funcion de DAT
estd regulada por diversos factores como la propia DA extracelular [13], la actividad de la proteina
quinasa C (PKC) [21, 22], la interaccion con diferentes proteinas presinapticas [23], y los autorreceptores
dopaminérgicos D2 y D3 [24, 25]. Estos factores favorecen su trafico y reclutamiento en la membrana
plasmatica facilitando su disponibilidad funcional [13, 28] o por el contrario su internalizacidon para ser

reciclado o degradado [25].
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1.5. Receptores dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos se clasifican en dos familias en funcion de sus propiedades
estructurales, farmacologicas y bioquimicas: la familia D1, que comprende a los receptores D1 y DS y la
familia D2, que incluye a los receptores D2, D3 y D4 [26, 27]. Estos receptores estan constituidos por siete
segmentos transmembrana unidos por 3 segmentos intracelulares y 3 extracelulares, con un extremo inicial
amino externo (NH3+) y un extremo carboxilo final intracelular (COO-) acoplados a proteina G [1, 27]. En
el caso de los receptores de la subfamilia D1, que se acoplan a proteina Gs, los podemos clasificar a
grandes rasgos como estimuladores de la actividad de la adenilato ciclasa, ya que produce un incremento
del AMPc intracelular [28, 29]. En cambio, la activacion de los receptores de la subfamilia D2, que se
acoplan a proteina Gi/o, inhiben la actividad de la adenilato ciclasa, disminuyendo la producciéon de AMPc

[30, 31] (ver figura 4).
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Los receptores dopaminérgicos, en general, se encuentran ampliamente distribuidos en el cerebro y
fuera de él. Dentro del cerebro se expresan preferentemente a nivel postsinaptico, pero también a nivel
presinaptico [32]. Con respecto a la familia D2, los receptores tipo D2 estan ampliamente distribuidos en
diferentes zonas cerebrales: su expresion es alta en estriado, nucleo accumbens y el tubérculo olfatorio, y
en menor medida en la SNc, ATV, hipotadlamo, areas corticales, septum, amigdala e hipocampo [1, 35].

Este receptor tiene la particularidad que, al ser cortado a nivel de ARNm, surgen dos isoformas del
receptor denominadas D,s (corto) y Dy (largo). El receptor D,y difiere del corto por una insercion de 29
aminoacidos. El D, tiene una distribucion preferencial postsindptico, mientras que el D,s es
mayoritariamente presinaptico [36]. Con respecto al receptor D3 se encuentra preferentemente en el nicleo
accumbens, el tubérculo olfatorio y las islas de Callejas, a niveles mas bajos en estriado dorsal y neuronas
dopaminérgicas mesencefalicas, y esta practicamente ausente en la corteza cerebral [1, 37]. Se le ha
vinculado con procesos motivacionales como el de reforzamiento y de recompensa [1, 38]. En el estriado,
los de la familia D2 (D2 y D3) se localizan tanto en terminales presinapticos como postsinapticos, [33, 34].
Como autorreceptores, los receptores D2 y D3 controlan la velocidad de disparo y la sintesis, liberacion y

“turnover” de DA [39].

1.6. Ligandos dopaminérgicos en enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas

Teniendo en cuenta la implicacion de la transmision dopaminérgica nigroestriatal en la fisiopatologia
de la EP, y la mesolimbica en la esquizofrenia, psicosis y trastorno bipolar, los agonistas dopaminérgicos
son actualmente usados como tratamiento de primera linea para paliar el sindrome motor debido al déficit
de DA estriatal en la EP, y los antagonistas dopaminérgicos para reducir las alucinaciones y los episodios
maniacos en la psicosis y esquizofrenia. Aunque sabemos que los receptores D2 y D3 se expresan tanto a
nivel postsinaptico como presinaptico, se asume que los efectos de estos ligandos son debidos
fundamentalmente a sus acciones sobre los receptores postsinapticos. Teniendo en cuenta, por un lado, el
papel del DAT en la regulacion de los niveles de DA extracelular y en la vulnerabilidad de las neuronas
dopaminérgicas, y por otro, la evidencia a nivel experimental de que DAT estd regulado por
autorreceptores dopaminérgicos D2 y D3, seria interesante conocer los datos actuales sobre la interaccion

D2-DAT y D3-DAT y los efectos de ligandos dopaminérgicos sobre la actividad DAT.
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2. OBJETIVO

Realizar una revision bibliografica sobre los estudios la interaccion de autorreceptores D2 y D3 con

DAT y los efectos de agonistas D2 y D3 sobre su actividad.

3. MATERIAL Y METODO

3.1. Tipo de estudio.

Este estudio consiste en una revision bibliografica de la literatura cientifica disponible sobre los procesos
bioquimicos que intervienen en la interaccion D2-DAT y D3-DAT en el sistema mesoestriatal y los
efectos resultantes en la recaptacion de DA y su repercusion en el manejo de diferentes enfermedades

neurologicas y psiquiatricas.

3.2. Estrategias de busqueda.

Se ha realizado una busqueda bibliografica tanto en castellano como en inglés, utilizando las siguientes
palabras clave en diferentes combinaciones: dopamine, dopamine transporter, dopamine agonist,
dopamine ligand, dopamine receptor, D2 receptor, D3 receptor.

Se utiliz6 el punto Q de la biblioteca de la Universidad de La Laguna para acceder a revistas, libros y a
las siguientes bases de datos: PubMed, Scopus, CINAHL (Ebsco) y Dialnet usadas en esta revision.

Por ultimo, se completo la revision bibliografica mediante una bisqueda manual utilizando las referencias

bibliograficas citadas en los articulos encontrados.

3.3. Criterios de inclusion.

— Todos los articulos que se ha publicado en inglés o espaiiol relacionados con el tema.

— Articulos disponibles a texto completo.

— Aquellos articulos que hablen de la regulacion de la actividad y expresion de DAT via

autorreceptores D2/D3.

3.5. Criterios de exclusion.

— Articulos que no se encuentren disponibles para acceder a texto completo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Interaccion D2-DAT

Para entender el estado actual de conocimiento sobre la regulacion de DAT por
autorreceptores, debemos partir del conocimiento de que un autorreceptor es un sensor de los
niveles extracelulares del neurotransmisor para modular su liberacion desde la neurona
presinaptica. Por ejemplo, ante un aumento o disminucion de la concentracion de DA en el
espacio extracelular, el autorreceptor interpreta un exceso o disminucién de neurotransmision,
respectivamente, y por tanto, iniciara una via de sefializacion dirigida a disminuir o aumentar la
concentracion de DA extracelular. Hemos de recordar que la expresion del receptor D2 en el
cerebro es mas robusta que la del D3, y por tanto fue descubierto, secuenciado y estudiado
anatdmica y funcionalmente antes que el D3. Los primeros estudios realizados en los afos
ochenta mostraron que la estimulacion del autorreceptor D2 provocaba una reduccion de la
velocidad de disparo y de la sintesis y liberacion de DA [40, 41]. En los afios noventa, tras el
descubrimiento y caracterizacion funcional del DAT [42] se empieza a relacionar a los
autorreceptores dopaminérgicos con la recaptacion de DA. Por un lado, se observo
colocalizacion de DAT y receptor D2 en terminales presinapticas estriatales [43] y por otro,
que el agonista dopaminérgico quinpirole aumentaba la velocidad de recaptacion de DA en
estriado de raton, y que este efecto era bloqueado por el antagonista D2 spiperone [44, 45].
Estudios mas recientes han demostrado interaccion fisica entre el receptor D2 y DAT y que esta
interaccion en si misma, en ausencia de agonistas, potencia la localizacion de DAT en la
membrana plasmatica y la recaptacion de DA [23]. Por otro lado, también se ha visto que la
estimulacion de D2 activa la via de seflalizacion PKC-B-MAPK/ERK y AKT,
independientemente de PI3K para realizar su accion en la transmision [46, 47]. Por tanto, la
idea actual, por otro lado esperada, es que por sus acciones presinapticas, tanto a través de
interaccion directa con DAT como por sus efectos a través de activacion de quinasas, los
agonistas dopaminérgicos D2 potencian la actividad DAT, reduciendo los niveles de DA

extracelular y aumentando los niveles de DA intracelular.
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2. Interaccion D3-DAT

La interaccion del autorreceptor D3 con DAT ha sido menos estudiada debido en primer
lugar a que el receptor D3 fue identificado casi 20 afios mas tarde que el receptor D2 [27, 48],
en segundo lugar a que su expresion es mas restringida que la del receptor D2 y en tercer lugar
a la alta similitud molecular con el receptor D2, con el que comparte el 78% de su secuencia de
dominios transmembrana [27, 49] lo que ha dificultado su identificacion y el disefio de ligandos
especificos. Por otro lado las diferencias funcionales entre D2 y D3 no parecen muy llamativas.
Los datos indican que la afinidad de D3 por DA es mayor, es decir que responde a
concentraciones de DA extracelular mas bajas que el receptor D2, con lo que ejerceria un
efecto modulador més fino de la sefializacion dopaminérgica [50]. Los primeros estudios sobre
los efectos del autorreceptor D3 sobre la recaptacion de DA fueron realizados utilizando
ratones D3RKO (deficientes en receptor D3) y sus homologos salvajes tratados con el agonista
D3 preferente PD128907 [51, 52]. Los resultados mostraron que PD128907 causaba una
reduccion de los niveles de DA extracelular, medidos por microdidlisis, en los ratones salvajes
pero no en los D3RKO. Ademas en los ratones salvajes el efecto era bloqueado por el
antagonista D3 GR103691, lo que sugeria que el autorreceptor D3, al igual que el D2,
aumentaba la recaptacion de DA. Estudios posteriores del mismo grupo [53], utilizando células
HEK transfectadas con DAT y receptor D3 y tratamiento con el agonista quinpirole, observaron
que la exposicion aguda (minutos) al agonista producia un reclutamiento de DAT a la
membrana plasmatica con aumento de la recaptacion de DA a través de la activacion de
MAPK/ERK1/2 via PI3K. En cambio, cuando la exposiciéon al agonista se prolongaba por
encima de treinta minutos, el efecto era el opuesto, se producia internalizacion de DAT y caida
de la recaptacion de DA. Un efecto similar se ha descrito en dos estudios realizados en ratones.
Por un lado, Joyce et al. [24] observaron que el tratamiento prolongado (5 dias) con el agonista
D3 preferente pramipexol, también producia una caida de la recaptacion de DA en el estriado
de raton salvaje pero no en D3R deficientes. Un estudio mas reciente de Castro-Hernandez et
al. [54] ha confirmado que el tratamiento prolongado con pramipexol reduce la recaptacion de
DA en ratones salvajes pero no en D3R deficientes, y que la caida de la recaptacion de DA se
acompafia de la formacion de oligdbmeros no-funcionales de DAT en la membrana de las
terminales dopaminérgicas. Por tanto, podemos decir que la interaccion del receptor D3 con
DAT tiene un efecto dual. El tratamiento agudo induce reclutamiento de DAT a la membrana
celular y aumento de la recaptacion de DA, mientras que el tratamiento prolongado produce
una caida de la recaptacion de DA y que esté efecto puede ser debido tanto a internalizacion

como a la formacién de oligdmeros de no-funcionantes de DAT.
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3. Potencial traslacion clinica de estos efectos.

A la vista de estos hallazgos podemos decir, en primer lugar, que los efectos de los
agonistas D2 sobre la transmision dopaminérgica dependen del predominio de su acciéon pre- o
post-sinapticos. Sus acciones post-sindpticas facilitan la transmision dopaminérgica al estimular
los receptores. En cambio al actuar sobre los receptores presindpticos aumentan la actividad
DAT y consecuentemente reducen la dopamina extracelular. Desafortunadamente actualmente
no disponemos de compuestos que actiien de forma selectiva, o preferente, a uno u otro nivel y
cuando utilizamos agonistas D2 el efecto resultante serd la combinacion de ambos. En segundo
lugar, el efecto de los agonistas D3 sobre la actividad del DAT es diferente al de los agonistas
D2, ya que el tratamiento prolongado reduce la recaptacion de DA, aumentando la
concentracion extracelular de DA y reduciendo sus niveles citosolicos, lo que reduce el estrés
oxidativo, protegiendo a las neuronas dopaminérgicas, dos efectos interesantes en la EP en la
que el estrés oxidativo juega un papel fundamental en la degeneracion neuronal a la vez que
estd reducida la transmision dopaminérgica por la degeneracion de la via mesoestriatal. Este
efecto puede ser interesante también en el tratamiento de la depresion, ya que la inhibicion de
la recaptacion de DA aumenta los niveles de DA a nivel del receptor postsindptico potenciando
su transmision. De hecho, el pramipexol, un agonista D3 preferente ha demostrado sus efectos
beneficiosos en el tratamiento de la depresion resistente a los antidepresivos clasicos [55, 56,
57, 58]. Es posible que el mecanismo de accion esté relacionado con el DAT. En cualquier
caso, debemos sefialar que debido a la alto grado de homologia entre la estructura del receptor
D2 y D3, no existen firmacos que actuen selectivamente sobre uno de ellos, aunque
actualmente disponemos de algunos que han demostrado mayor afinidad por uno de ellos. Tres
de ellos particularmente interesantes por su mayor afinidad por D3 que por de D2 son
pramipexol, rotigotina y el ropirinol. Actualmente se siguen buscando farmacos mas selectivos

utilizando técnicas de modelizacion y simulacion por homologia estructural [59, 60].
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5. CONCLUSIONES

1. La estimulacién aguda de receptores dopaminérgicos de D2 y D3 causan reclutamiento de
DAT en la membrana celular y aumento de la recaptacion de DA.

2. El efecto D2 sobre DAT es a través de dos mecanismos diferentes: interaccion fisica
directa, independiente de la presencia de ligandos, y la via de sefializacion PKC-f-
MAPK/ERK y AKT, independientemente de PI3K. El efecto de D3 es a través de esta
misma via pero dependiente de PI3K.

3. Por el contrario la estimulacion prologada de los receptores D3 induce un efecto opuesto,
reduccion de la actividad del transportador asociado a una pérdida de afinidad por la DA.
En este efecto interviene tanto la internalizacién del transportador como la formacion de
oligomeros no-funcionantes de DAT en la membrana.

4. FEl efecto de la administracion prolongada de agonistas D3 sobre DAT puede tener un efecto
neuroprotector sobre las neuronas dopaminérgicas en la enfermedad de Parkinson y
explicar los efectos beneficiosos del pramipexol en depresion resistente a antidepresivos de
primera eleccion.
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