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Resumen:

La enfermedad de Parkinson (EP), es una enfermedad neurodegenerativa de
origen idiopatico que afecta al 2% de la poblacion mayor de 60 anos, siendo la segunda
enfermedad neurodegenerativa con mayor incidencia por detrds de la enfermedad de
Alzheimer. Este trabajo de fin de grado consiste en la realizacion de un proyecto de
investigacion, en el que proponemos, el estudio de los diferentes factores epigenéticos
que pueden estar relacionados con las diferencias de expresion del transportador de
dopamina (DAT) en las distintas regiones del mesencéfalo ventral. Se conoce a partir de
estudios anteriores que en la EP existe una degeneracion de neuronas dopaminérgicas,
la cual es mayor en la sustancia negra lateral (SNI) que en el area tegmental ventral
(ATV), coincidiendo con una mayor expresion del DAT en la SNI. Los estudios se
realizarian comparando los niveles de modicacionesepigenéticas a partir de métodos
especificos como MS-QPCR y MS-SSCA para las metilaciones del ADN o la ChIP en el
caso de las histonas, tales estudios serian realizados tanto en muestras animales
(controles y lesionados) como en cerebros humanos (controles y pacientes con
Parkinson). Dado que nos quedaremos en el disefio, sin llevar a cabo la fase
experimental de la investigacion, los resultados que esperariamos obtener tratan de una
hipometilacion en el ADN del DAT en la SN lateral de las muestras extraidas en animales
lesionados y cerebros de pacientes con Parkinson, asi como, una menor compactacion

de la cromatina de la proteina del DAT en la SN lateral en la EP.

Palabras Clave: Enfermedad de Parkinson; Epigenética; Sustancia Negra; Transportador

activo de dopamina; Vulnerabilidad diferencial.



Abstract:

Parkinson’s disease (PD), is a neurodegenerative disease of idiopathic origin
which affects 2% of the population over 60 years old, being the second neurodegenerative
disease with the higher incidence behind Alzheimer’'s disease. This individual study is
presented as a research project, in which we propose the study of different epigenetic
factors that might be related with different expressions of the dopamine transporter (DAT)
in several regions of the ventral midbrain. Previous studies have revealed the existence
of a degeneration in dopaminergic neurones in Parkinson’s disease, which is greater in
the substantianigralateralis (SNI) than in the ventral tegmental area (VTA), matching with
a greater expression of DAT and SNI. The analysis would be performed comparing the
levels of epigenetic modifications from scientific methods including/such as MS-QPCR
and MS-SSCA for DNA methylations or ChIP in the case of histones. Such analysis would
be done in animal samples (controls and cases) as well as human brains (controls and
Parkinson’s disease). Considering we will stick to the design, without conducting the
experimental phase of the research, the results we would hope to obtain are a
hipormethylation of DAT-DNA in the SN lateralis of the samples taken from animals and
patients with Parkinson, as well as, a minor compaction of DAT protein’s chromatin in the

SN in Parkinson’s disease.

Keywords: Parkinson’s disease; Epigenetic; SustantiaNigra; Dopamine active

transporter; Differential vulnerability.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo invalidante
que se caracteriza clinicamente por temblor de reposo, rigidez y bradicinesia. Desde el
punto de vista anatomopatoldgico y neuroquimico esta caracterizado por la degeneracion
neuronal que tiene lugar en diferentes nucleos nerviosos, entre los que se encuentran las
células dopaminérgicasmesoestriatales, con el consiguiente descenso de los niveles de
dopamina (DA) en el estriado’ y por la presencia de inclusiones intraneuronales, llamadas
cuerpos de Lewy, en diferentes centros cerebrales®.Aparte de las células
dopaminérgicasmesoestriatales nombradas anteriormente, entre los nucleos que
degeneran también encontramos el locus coeruleus, el nucleo dorsal del vago, el
hipotalamo, el nucleo basal de Meynert, el bulbo olfatorio y los sistemas entéricos y
periféricos, aunque no todos muestran la misma susceptibilidad a la degeneracion y al
impacto clinico®. Existen formas juveniles y familiares de la enfermedad en las que se ha
identificado una base genética, pero la etiologia de su forma esporadica, presentada a
partir de la sexta década de la vida y que constituye mas del 90% de los casos, continua
siendo una incognita®. Se trata de la segunda enfermedad neurodegenerativa mas
comun tras la enfermedad de Alzheimer, con un 0,3% de prevalencia (1% si se habla de
poblacion mayor de 60 afos) y una incidencia de entre 8-18 afectados por 1000
habitantes y ano. Por lo tanto es la segunda causa de incapacidad y mortalidad de la
poblacion mundial mayor de 65 afos por enfermedad neurodegenerativa. La edad y las
diferencias interculturales, asociadas a factores ambientales, destacan entre los factores
influyentes en la prevalencia. Existen evidencias de una mayor proporciéon de personas
afectadas por esta patologia en paises industrializados o vias de desarrollo, asi como,
una mayor prevalencia e incidencia en hombres, posiblemente relacionada con el papel
neuroreceptor de los estrogenos. Numerosos estudios realizados en las ultimas décadas
coinciden en que el estrés oxidativo juega un papel fundamental en la patogenia de la
EP°®, pero lo cierto es que en la actualidad no sabemos por qué degeneran las neuronas
DAérgicas. También existen estudios que apoyan la idea de que factores como la
disfuncidon mitocondrial, la incapacidad de la célula para degradar proteinas, la
inflamacién, la excitoxicidad y los aspectos metabdlicos y funcionales de las células
DAérgicas, participan en el proceso degenerativo.Por ultimo se ha sugerido la implicacién

de diferentes factores genéticos y epigenéticos sobre los que se centrara este proyecto.



Aparte de la EP genuina, existen otros trastornos neurolégicos que cursan con
manifestaciones motoras similares a la EP (temblor de reposo, rigidez o bradicinesia).
Entre ellas estan las que denominamos sindromes “Parkinson plus” que incluyen la
pardlisis supranuclear progresiva, la atrofia multisistémica, la demencia con cuerpos de
Lewy, etc.; los “parkinsonismos heredodegenerativos” en los que se incluye la distonia-
parkinsonismo juvenil hereditario (mutacién Parkin autosémica recesiva), la distonia con
respuesta a la Levodopa, la enfermedad de Hungtinton, etc., y los “parkinsonismos

secundarios a farmacos”.

En la actualidad, las pautas terapéuticas en la EP estan dirigidas a mantener los
niveles de DA en el estriado y a controlar las manifestaciones debidas a alteraciones
secundarias en otros centros de los ganglios basales (GB), con lo que se consigue una
mejoria sintomatica, pero no revertir ni detener la progresion de la enfermedad. Se
investiga en terapias que consigan detener el curso de la enfermedad basadas en la
administracion de factores troficos, terapia génica y transplantes celulares. Aunque
algunos resultados son esperanzadores, aun presentan defectos importantes, por lo tanto
en este proyecto nosotros vamos a sugerir un acercamiento a posibles dianas

epigenéticas que puedan ayudar a la mejora de los pacientes de esta enfermedad.



1.2 Epigenética

En 1942, ConradWaddington, acufié el término epigenética para ofrecer una
solucion conceptual a un fenédmeno que surge como una consideracion fundamental de la
biologia del desarrollo. Explicd, que pese a que todas las células del organismo tienen la
misma secuencia de nucledtidos de ADN y por lo tanto el mismo genotipo, estas no
desarrollan las mismas funciones. Esto muestra la influencia de modificaciones externas

a la secuencia del ADN, las cuales modifican el genotipo a un fenotipo particular.

Actualmente se define como, “estudio de los cambios heredables en la funcién

de los genes, que no conllevan una alteracion en la secuencia del ADN” ©.

En el sistema nervioso central, muchas funciones neurobioldgicas y cognitivas,
desde el desarrollo del cerebro y neurogénesis hasta el aprendizaje y la plasticidad
sinaptica, estan reguladas por procesos epigenéticos. Las principales modificaciones
epigenéticas incluyen metilacion del ADN, modificaciones post-transcripcionales de

histonas y cambios en ARN no codificantes de expresién génica.’

Se cree firmemente que existen senales a nivel epigenético capaces de regular
el destino de las células madre. Aunque todas las células de nuestro cuerpo contienen la
misma composicion geneética, dichos genes no estan activos en todo momento, sino que
se expresan en los momentos en los que sea necesario. Esta expresion génica regulada

en nuestro cuerpo se rige por la epigenética®.
Los principales mecanismos epigenéticos son los siguientes:
1.2.1. Metilacién del ADN

Se trata de la adicién de un grupo metilo al quinto carbono del residuo de
citosina dando lugar al 5-metilcitosina. Dicha adhesion estd mediada por las enzimas
DNA metiltransferasas (DNMTs)’.

La metilacion de islas CpG (citosina-guanina enlazados por un fosfato,
principales promotores de la transcripcion génica) puede inducir modificaciones
conformacionales de cromatina e inhibir el acceso de maquinaria transcripcional a las

regiones promotoras de genes. Es decir, alterando los niveles de la expresion génica®.



De esto se extrae que, una hipermetilacién esta comunmente relacionada con el
silenciamiento de genes debido a que al afiadir un grupo metilo se produce un cambio en
la estructura del ADN impidiendo que los factores transcripcionales lo reconozcan
causando la represion de la transcripcion’. Por el contrario, una hipometilacion esta ligada

a una mayor expresion de los genes®.
1.2.2. Modificaciones de las histonas

En ellas se incluyen la metilacion, acetilacion, ubiquinacién, sumoilacién y otras

modificaciones post-transcripcionales de las histonas.

Se trata de la modificacién de aminoacidos produciendo residuos tales como la
lisina, arginina y serina entre otros. Dichos residuos estan relacionados con el
silenciamiento y la activacion de genes transcripcionales dependiendo del sitio donde se

produzca la modificacién, sugiriendo un cédigo de histonas.

Esta hipotesis propone que modificaciones especificas inducen a la interaccién
con las proteinas asociadas a la cromatina, lo cual produce una diferencia en la

regulacion y respuesta de la expresion génica®.
1.2.2.1 Acetilacion de histonas

Es una modificacion asociada con la actividad transcripcional,influyendo sobre el
acceso de la maquinaria transcripcionala los genes y mecanismos activos. Se trata de la

adicién de un grupo acetilo ( -O-CHj3) a un residuo amino terminal®.
1.2.2.2 Metilacién de histonas

Estd ligada a la represion o activacion de la transcripcién dependiendo del
residuo de aminoacido modificado. Especialmente en lisina y arginina, los cuales pueden
verse metilados en multiples ocasiones, dando senales diferentes dependiendo de
cuantas veces haya sido metilado el residuo®.



1.2.3. microARNs

Los miRNAs representan un grupo de 21-24 nucleétidos de RNAs no codificados
que se unen a la region 3’ no traducida (3° UTR) del ARN diana mediando la regulacion
post-transcriocional. Esto conduce ya sea a la degradacion o inhibicion de la traduccion,

dependiendo del grado de sequencia complementaria’®.
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Fig. 1.1.1. Expresion de genes regulada por la epigenética. (a) Metilacion del ADN. La adicion de grupos
metilos en dinucleétido, que cuando se agrupan en islas CpG alrededor de los promotores, reprimen la
transcripcion. (b) Acetilacion de histonas. Un tipo de modificacion de histona que promueve la apertura de la
cromatina alrededor de genes, impidiendo el acceso de la maquinaria transcripcional. (c) miARNes extraido
de un precursor de una horquilla de RNA para formar un miRNA maduro, el cual se adiere a la region 3’ sin
traducir (3° UTR) de un ARN mensajeros del gen diana y apague su actividad. (Imagen extraida de Epigenetic

in Alzheimer and Parkinson diseases. Chapter 22.S. Marquez and T.F. Outerio)



1.3 Dopamina y Transportador de Dopamina

La DA es un neurotransmisor perteneciente a la familia de las catecolaminas,
encargada de mediar funciones cerebrales esenciales incluyendo la cognicién, memoria,
comportamiento, coordinaciéon motora y modulacién neuroendocrina’®. Se encuentran
principalmente en el mesencéfalo y proyentan desde la sustancia nigra (SN) y area
tegmental ventral (VTA) hacia el estriado (caudado y putamen) formando las vias

nigroestriatal y mesolimbica’’.

La desregulacion en la transmision de la DA esta asociada con una serie de
enfermedades y desérdenes neuroldgicos y ello es debido a su importancia®.La DA es
almacenada en vesiculas dentro de la neurona, las cuales la protegen de la oxidacion por
parte de la monoamino oxidasa. Una vez recibida la sefial adecuada de la neurona
presinaptica, la dopamina se libera en la hendidura sinaptica, donde interactua con los
receptores de dopamina en la neurona estriatalpostsinaptica. Para regular sus niveles y
permitir una respuesta a la siguiente sefal, la DA extrecelular es bombeada de vuelta a la
neurona presinaptica por el transportador de dopamina (DAT) en la superficie celular,
donde puede ser almacenada en vesiculas o catabolizada en productos de
degradacion’’.

La neurotransmision DAnérgica esta estrechamente relacionada con el DAT, un
transportador de membrana Na*/CI" dependiente'?, responsable de la recaptacion de DA
del espacio extracelular hacia el citosol de la neurona presinaptica. Se trata de una
glicoproteina con una masa molecular de ~80 KDa, 12 dominios transmembrana
conectados por lazos extra- e intracelulares alternativamente y con sus extremos N- y C-
terminales localizados en el citosol™. Presenta tres sitios de glicosilacién en el segundo
lazo extracelular. El tratamiento de la proteina con glicanasa y neuroaminidasa reduce su
peso molecular a 50 KDa, su expresion en la membrana plasmatica y su capacidad de
captacion de DA'. La actividad DAT depende de sus niveles de expresidén en la
membrana plasmatica y de su estado de fosforilacion y glicosilacion. Por lo tanto ha sido
también identificada como una fosfoproteina con multiples sitios de fosforilacién en sus
dominios transmembrana. La fosforilacion del transportador por protein-quinasa C (PKC)
provoca su internalizacion y reduccion de su actividad'®. Estudios in vitro indican que el
receptor D, modula el DAT por interaccion fisica directa’® y por mecanismos proteina-G
dependientes'’, aumentando en ambos casos la expresion de DAT en la membrana y el
uptake/recaptacion de DA'™. El DAT también interacciona fisicamente con diferentes
proteinas presinapticas (PicK1, Hic5, Rack1, a-sinucleina, etc.)“’siendo la a-sinucleina

(SNCA) la mas conocida por su relevancia en la EP.



1.4 Vulnerabilidad diferencial

Un hecho interesante en la EP es que no todas las neuronas
DAérgicasmesencefalicas muestran la misma susceptibilidad a la degeneracion. Las
neuronas localizadas en la SN(grupo DAérgico A9) son mas vulnerables que aquellas
que se encuentran en el VTA (grupo DAérgico A10)%°. Dentro de la SN, las neuronas que
pertenecen a las regiones ventrolateral y caudal (SNcv) son mas vulnerables que las

presentes en las regiones rostromedial y dorsal (SNrm)?'.

El hallazgo de unos niveles mas altos de ARN mensajero (ARNm) de DAT en las
neuronas DAérgicas de la SN que en las de VTA ha sugerido una relacion entre los
niveles de ARNm de DAT y la vulnerabilidad®. Mas recientemente, se ha encontrado que
las neuronas mesencefalicasDAérgicas con niveles similares de ARNm de DAT,
muestran diferencias en la expresion de la proteina de DAT, existiendo células que
contienen niveles altos deRNAm de DAT y niveles bajos de proteina. Dichos resultados
también revelan que el patrén topografico de la degeneracion coincide con la expresion
de la proteina de DAT mas que con la expresion del RNAm, sugiriendo que las
diferencias en su regulacion post-transcripcional pueden estar relacionadas en la
vulnerabilidad diferencial de las células DAérgicas mesencefalicas®®. Se sabe que la
glicosilacion en general, y la N-glicosilacion en particular, juegan un papel determinante
en el plegamiento, trafico y expresion en superficie de proteinas de membrana®. Estudios
in vitro muestran que la actividad de DAT depende de su estado de glicosilacion, con la
forma glicosilada de DAT transportando DA mas eficientemente que la forma no
incosiIadazs. Relacionado con lo anterior, se ha visto que la expresion de DAT glicosilado
y su actividad, es mayor en las terminales de la via nigroestriatal que en la via
mesolimbica, sugiriendo que la glicosilacion de DAT esta relacionada con la

vulnerabilidad diferencial de las neuronas dopaminérgicasmesencefalicas en la EP%.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la realizacién de este TFGha consistido
en la simulacion de un proyecto de investigacion basado en el estudio de los factores
epigenéticos que puedan estar relacionados con la expresion del DAT. Considero que los
resultados que se puedan obtener en este sentido podrian ayudar a comprender mejor la

patogenia de la EP y podria abrir un camino a nuevas terapias en dicha enfermedad.



2. SIMULACION PROYECTO DE INVESTIGACION

21. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La EP es una enfermedad neurodegenerativa invalidante, de origen
desconocido, que se sitta en el segundo lugar de incidencia de enfermedades
neurodegenerativas después del Alzheimer, afectando al 2% de la poblacién mayor de 60
afnos. Esta enfermedad afecta a diferentes centros nerviosos, pero es la degeneracién del
sistema motor extrapiramidal el que da las manifestaciones clinicas, debido a una pérdida

de neuronas dopaminérgicasmesencefalicas.

En la EP existen una serie de genes considerados de riesgo como son: la SNCA
con un papel cardinal en la patogenia de la EP, MATP, PARK16, kinasa 2 de repeticion
rica en leucina (LRRK2) y, como nosotros creemos, el DAT. Ademas, se ha visto que el
desarrollo de EP esporadica puede estar ligado a la exposicion de toxinas entre las que
se encuentra 1-metil-4fenil-1,2,3,6-tetrahidroxipiridina (MPTP), el herbicida Paraquat o el

pesticida Rotenona?’.

Una relacién de la EP con la epigenéticaha sido menos estudiada queen otras
enfermedades neurodegenerativas como por ejemplo el Alzheimer. Por lo tanto, merece
la pena profundizar mas y realizar un esfuerzo en entender la importancia que puedan

tener los procesos epigenéticos en esta enfermedad.

El abordaje epigenético para el tratamiento de diferentes enfermedades como el
cancer, las cardiopatias o aquellas de tipo neuronal, esta siendo considerado como una
alternativa a otros tipos de tratamiento, ya que los efectos secundarios son mucho mas

leves que en aquellos basados en el uso de sustancias quimicas mas agresivas.

Los mecanismos epigenéticos mas estudiados son la metilacion del ADN, la
regulacion de la estructura de la cromatina via modificaciones de las histonas y los ARN
no codificantes (ej. microARN, siARN...). Entender dichos mecanismos en patologias
relacionadas con el sistema nervioso central ayudaria a descubrir, por ejemplo, nuevos
biomarcadores para el diagnostico precoz de la enfermedad y a crear terapias mas
eficaces que palien o curen dichas enfermedades tan devastadoras para la sociedad
actual.

Teniendo en cuenta como base, la revisidn realizada por Lardenoije et al.en
20157, los antecedentes de los estudios sobre la relacidn entre epigenenética y EP los

resumimos a continuacion:



2.1.1. Metilacion de ADN en la enfermedad de Parkinson

Se han estudiado diferentes patrones de metilacion de ADN relacionados con la
EP:

* Se ha observado un mejor rendimiento cognitivo de pacientes con EP, en aquellos
con un mayor potencial (representado por el ratio S-adenosinmetionina(SAM)/S-
adenosinhomocisteina(SAH)) de metilacién del ADN?,

* Se ha identificado una correlacién negativa entre la metilacion del intron 1 de SNCA y
la expresion de SNCA, y que, dicha metilacion SNCA disminuye en la SN, putamen y
corteza de pacientes con EP?.

* En otros genes como el PARK16, la glicoproteina transmembrana NMB (GPNMB) y

syntaxin 1B (STX1B) se ha encontrado un patrén de metilacion diferente en la EP*°.

El modo en el que la metilacion del ADN influye en la expresidon génica y en

ultima instancia en la patologia de EP, permanece aun desconocido.

2.1.2. Remodelacion de la cromatina en enfermedad de Parkinson

Actualmente se cree que existe un desequilibrio patolégico en la EP entre la
acetilacion y desacetilacion de las histonas,encontrando por un lado que la acetilacién de
histonas debilita la unién de la histona al ADN, facilitando la accesibilidad de los factores
de transcripcion y formacion de complejos con la RNA polimerasa Il, y por otro, que una
desacetilacion produce la compactacion de la cromatina incrementando el silenciamiento
génico. El grado de acetilacion de histonas es un proceso dinamico influenciado por las
actividades enzimaticas antagonistas de la histona acetiltransferasa (HAT) y de las
histonas desacetilasas(HDACs)*'. Este mecanismo de adicién/eliminacién de grupos
acetilo a las histonas de residuos de lisina es uno de los muchos procesos reguladores
epigenéticos que controlan la expresién de genes, muchos de los cuales seran

esenciales para la supervivencia neuronal®.

Los siguientes estudios relacionados con la remodelacion de la cromatina son
los mas relevantes. En ellos se puede ver como se han centrado casi en su totalidad en
la a-sinucleina, por lo que el campo relacionado con el DAT permanece todavia

inexplorado.



Se ha observado que la toxicidad nuclear de la SNCA en EP puede ser resultado de
la unién directa de SNCA a las histonas, reduciendo los niveles de acetilacién de
histona H3 y acetilacion general en células cultivadas a través de la interacion con
SIRT2%,

A través de cultivos de células y moscas trangénicas, se ha demostrado que la
toxicidad ya mencionada podria ser compensada a través de inhibidores de la HDACs
(HDACIs)*%.

Se ha encontrado un dominio en la proteina EP300 como sitio potencial de interaccion
para proteinas mal plegadas, como por ejemplo la SNCA encontrada en los cuerpos
de Lewy, que mejore su agregacion®.

Ademas, la interaccion de la SNCA con EP300 puede tener una funcion
neuroprotectora reduciendo la proapoptosis celular regulada por la proteinakinasaCd
(PKCB)¥.

Las modificaciones de las histonas, son la modalidad epigenética mas afectada por
las toxinas ambientales tales como pesticidas, herbicidas y agentes industriales®
entre ellos:

- Se ha mostrado que el MPTP, disminuye los niveles de H3K4m3 en el
cuerpo estriado de ratones y primates no humanos®®.

- El herbicidaparaquaty el insecticida dieldrin, estan asociados con el
desarrollo de EP. Esto se debe a un aumento de la acetilacion de H3 y a la
obstaculizacion de la actividad HDAC general producida por la exposicion a paraquat
y por un aumento de la acetilacién de H3 y H4 en las células dopaminérgicas N27

debido una exposicion al dieldrin®.

2.1.3. ARNs no-codificantes

En este caso los estudios relacionados con los ARNs no codificantes también

han tenido como foco central el estudio de la a-sinucleina, pudiendo permitir en el futuro

abrir un nuevo campo de investigacion en torno al DAT como ya se ha mencionado en

otros apartados.

De esta manera algunos micro ARNs han sido estudiados debido a su relacion

con la EP, como el miR-7, que regula negativamente la expresién de SNCA*' o el miR-

153, que reprime la expresion de SNCA tanto a nivel de ARNm como de proteina®.

Debido a que en este proyecto no estudiaremos las modificaciones relacionadas

con los RNAs no-codificantes no profundizaremos mas en este tema.

10



2.1.4. Estrategias de tratamiento basadas en la epigenética en la EP

Debido a que la mayoria de estrategias para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas solo proporcionan una mejora de la sintomatologia, se hace hincapié
en la necesidad de desarrollar una terapia innovadora y realista capaz de modular
eficazmente el proceso de la enfermedad. Dado que el factor principal de la enfermedad
del Parkinson es su naturaleza neurodegenerativa, nos centramos en tratamientos que
representen un efecto neuroprotector que pudiera ser potencialmente beneficioso. Entre
los tratamientos, inhibidores de la DNMT y HDAC representan opciones interesantes para
actuar sobre el mecanismo epigenético y actualmente se encuentran aprobados y

disponibles para la investigacion clinica.
2.1.4.1. Relacionadas con la metilaciéon del ADN

Una estrategia eficaz para la reduccion selectiva de genes que puedan estar
relacionados con la patogenia de EP podria implicar el aumento de la metilacion de las
bases de citosina en la regién promotora del ADN mediante un aumento de los niveles
endogenos de SAM. Un aumento de la metilacion del ADN interfiere con la union de
factores de transcripcion y unos niveles altos de SAM, como mencionamos, podrian llevar
a la union de proteinas que reconocen las bases de C metiladas en las islas CpG y
reclutar enzimas con actividad HDAC, lo que lleva a la compactacion de cromatina como
mecanismo alternativo de la represion de genes®'*3. Una via para aumentar los niveles

de SAM es a través de la administracion de metionina, colina, folatos o vitamina B12**,

Esto explica el interés en los factores inhibidores DNMT o agentes
desmetilantes, entre ellos los mas estudiados son los analogos de citidina 5-azacitidina
(AZA) y decitabina (DAC), que se incorporan al ADN después de la activacion por un
resto trifosfato. Después de la formacion de un complejo irreversible con DNMT1, se
produce la degradacion enzimatica, lo que impide la metilacion de las islas de CpG del

ADN durante su replicacion.

Otros inhibidores de DNMTs en temprana fase de desarrollo incluyen analogos
de DAC, como SGI-110 y zebularina. Cuando se administran directamente en el tejido
cerebral de ratones y ratas, estos y otros inhib. deDNMTs interrumpen la plasticidad
sinaptica del hipocampo, el aprendizaje o la memoria, y son potentes moduladores de

comportamientos de recompensa y adiccion®'.
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2.1.4.2. Relacionadas con remodelacion de la cromatina

La acetilacion de histonas también ha sido estudiada por sus efectos
neuroprotectores en distintos modelos de parkinsonismo. Los inhibidores de HDAC estan
divididos en cuatro familias: acidos grasos de cadena corta (butirato de sodio, fenilbutirato
y acido valproico (VPA)), acidos hidroxamicos (tricostatina A y acido
hidroxamicosuberoilanilida (SAHA)), los epoxyketones (trapoxina) y las benzamidas. En
un importante estudio se demostr6 que la alpha-sinucleina en el nucleo podria ser
rescatada por la administracion de inhibidores HDAC, asi como, se encontré una
metilacién del intron 1 del ADN de SNCA y una desmetilacion de islas CpC en el gen
SNCA en el cerebro de pacientes con EP. Factores como el SAHA o biturato de sodio,
mejoran la neurotoxicidad inducida por la SNCA. Otros inhibidores como el VPA, se han
mostrado protectores contra MPTP y la toxicidad de la alpha-sinucleina en la EP. La
acetilacion de histonas y la metilacion de ADN parecen influir en la regulacion de la
expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor neurotrofico
derivado de células gliales (GDNF), los cuales se sabe que juegan un papel critico en el
crecimiento, supervivencia y plasticidad sinaptica de las neuronas. Otros inhibidores de
HDAC como la urocortina y VPA inhiben la actividad de la glucdégeno sintasa quinasa 33

(GSK3), que se correlaciona negativamente con la viabilidad neuronal®*3..
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2.2. HIPOTESIS

En la Enfermedad de Parkinson conocemos que en la sustancia nigra lateral se
produce una mayor degeneracion de las neuronas dopaminérgicas que en el area

tegmental ventral, lo que a su vez coincide con una mayor expresion del DAT.

Nuestra hipétesis es que factores epigenéticos como la metilacion del ADN o la
modificacion de histonas regulan dicha sobre-expresion de DAT en la sustancia nigra
lateral y que esto servira para comprender mejor la patogenia de la enfermedad de
Parkinson.

2.3. OBJETIVOS

2.3.1. O. Principal

Estudiar las modificaciones epigenéticas sobre el transportador de dopamina en
las distintas areas de la sustancia negra en la Enfermedad de Parkinson.

2.3.2. O.Especificos
2.3.2.1. Estudiar las diferencias de niveles de modificaciones epigenéticas
sobre el DAT en las distintas areas de la sustancia negra en muestras

control

2.3.2.1.1. Estudiar diferencias de niveles de metilacion del DAT muestras

control
2.3.2.1.1.1. Estudiar niveles de metilaciéon en animales
2.3.2.1.1.2. Estudiar niveles de metilacion en humanos

2.3.2.1.2. Estudiar diferencias de niveles modificaciéon de histonas del DAT en
muestras control
2.3.2.1.2.1. Estudiar niveles modificacion de histonas en animales

2.3.2.1.2.2. Estudiar niveles modificacién de histonas en humanos
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2.3.2.2. Estudiar las diferencias de niveles de modificaciones epigenéticas
sobre el DAT en la SN lateral de muestras lesionadas modelo de

Parkinsonismo frente muestras control

2.3.2.2.1. Estudiar niveles de metilacién del DAT en SN de muestras modelo de
parkinsonismo frente resultados control
2.3.2211. Estudiar niveles de metilacion del DAT en animales
lesionados frente muestras control
2.3.2.21.2. Estudiar niveles de metilacion del DAT en humanos

enfermos de Parkinson frente muestras control

2.3.2.2.2. Estudiar niveles modificaciéon de histonas en SN de muestras modelo
de parkinsonismo frente resultados control
2.3.2.2.21. Estudiar niveles modificacion de histonas en animales
lesionados frente muestras control
2.3.2.2.2.2. Estudiar niveles modificaciéon de histonas en humanos

enfermos de Parkinson frente muestras control
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2.4. METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

2.4.1. Equipamiento disponible

En los laboratorios del Campus de Ciencias de la Salud y de Ciencias
Experimentales de la ULL contamos con las instalaciones e infraestructura necesarias
para el desarrollo de este proyecto: Estabulario, quiréfanos para animales, servicios de
apoyo a la investigacion (gendmica, suministro de nitrégeno liquido, etc.), laboratorios de

biologia molecular equipados, termocicladores, documentadores, etc.

Nuestras necesidades se centran fundamentalmente en la ejecucion (adquisicién
de pequefio equipamiento y material fungible, adquisicion y mantenimiento de animales

experimentales, mantenimiento de aparatos, pago del uso de servicios de apoyo)
2.4.2. Modelos

Los experimentos se llevaran a cabo en pacientes parkinsonianos, en modelos
de enfermedad de Parkinson (ratones y ratas) y en sus respectivos controles (humanos
no parkinsonianos, ratones y ratas inyectados con vehiculo). Los cerebros humanos se
obtendran del Departamento de Patologia del Hospital Universitario de La Laguna y del
Banco de Cerebros de Navarra (Hospital de Navarra, Servicio Navarro de Salud, CIMA y
CIBERNED). Actualmente tenemos el consentimiento escrito para las autopsias y el
estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de La Laguna. Los
experimentos que se realizaran en ratones y ratas han sido aprobados por el Comité
Etico de la Universidad de La Laguna siguiendo la normativa de la directiva del Consejo
de la Comunidad Europea del 24 de noviembre de 1986 (86/609/EEC).

2.4.2.1. Humanos

Los cerebros humanos se obtendran de personas que hayan fallecido sin
antecedentes de abuso de drogas ni de enfermedades neuroldgicas o psiquiatricas, y de
pacientes que fallecieran tras padecer EP idiopatica. Los diagnésticos seran confirmados
mediante estudios anatomopatoldgicos.
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2.4.2.2. Animales

Usaremos modelos animales de enfermedad de Parkinson en ratas Sprague-
Dawley y en ratones C57BL/6J. Las ratas seran inyectadas en el tercer ventriculo con
vehiculo o con una dosis (150 pg) subletal de 6-hidroxydopamine hydrochloride (6-
OHDA). Los ratones seran tratados con cuatro inyecciones intraperitoneales de salino o

de MPTP a una dosis de 20 mg/Kg en intervalos de 2 horas.

2.4.3. Obtencion de muestras

2.4.3.1. Humanos

Los cerebros se extraeran tras un periodo post-mortem no superior a 20 horas.
Los bloques contendran la formacion dopaminérgica mesencefalica completa.
Posteriormente se congelaran a -80 °C, para que en el momento de realizar las
extracciones el tejido esté en las condiciones optimas, obteniéndose las regiones que

contengan la SN y VTA.
2.4.3.2. Animales

Para la obtencion de muestras las ratas seran anestesiadas con una sobredosis
de hidrato de cloral y decapitadas. Los cerebros seran extraidos inmediatamente y se
procederd a la diseccion de la formacion DAérgica mesencefalica (mesencéfalo ventral).
Primero con la ayuda de una matriz para diseccién de cerebros de rata adulta (Stoelting)
y posteriormente sobre una placa de hielo con la ayuda de un microscopio quirurgico
(Leica MZ 9.5, Weztlar, Alemania). En el mesencéfalo ventral se obtendra la region que
contiene la SN y VTA.

Tanto para humanos como para animales el ARN y las proteinas totales se

obtendran mediante extraccion fendlica o utilizando los Kits correspondientes.

16



2.4.4. Técnicas empleadas

Dentro de las modificaciones epigenéticas que conocemos, nos centraremos en el
estudio de las metilaciones del ADN y las modificaciones de las histonas. Para ello,
realizaremos una serie de técnicas especificas a cada modificacion para un analisis tanto

cualitativo como cuantitativo.
2.4.4.1. Metilacion del ADN

Existen multiples técnicas aplicables para el analisis de la hipermetilacién de
promotores o hipometilacion general de ADN, basadas generalmente en diferentes
métodos de electroforesis capilar de alta resolucion o mediante el uso de estrategias

enzimaticas y quimicas.

2.4.4.1.1. PCR especifico a metilaciones (MSP)

Permite evaluar rapidamente el estado de metilacion virtual de cualquier grupo
de sitios CpG dentro de una isla CpG, sin necesidad del uso de enzimas de restriccidon
sensibles a la metilacion. Es necesario modificar inicialmente el ADN con bisulfito de
sodio, a partir de la cual, mediante la desaminacion de las citosinas no metiladas se
transforman en uracilo lo que deja las citosinas metiladas protegidas por el enlace 5-
metilcitosina. EI ADN alterado resultante es amplificado y secuenciado mediante RT-PCR
con el uso de primers especificos para el ADN metilado y ADN no metilado, dandonos

una informacién detallada del estado de metilacién de todos los sitios CpG*°.
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Fig. 2.4.1. Esquema quimico conversion por bisulfito en MSP. El analisis de la metilacion del ADN consta
de cuatro etapas principales donde se muestran, la desnaturalizacion, la conversion de bisulfito, amplificaciéon
por PCR y su analisis. En el lado derecho de la imagen se observa las modificaciones que sufre la molécula
de citosina durante la conversion por bisulfito de sodio. (Imagen extraida de DNA methylation: Bisulfite
modification and analysis. K. Patterson, L. Molloy, W. Qu and S. Clark)
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Dado que el MSP de manera aislada sélo nos proporcionaria un resultado
cualitativo, es necesario complementarlo con otras técnicas que cuantifiquen dichos

resultados.
2.4.41.2. PCR cuantitativo especifico a metilaciones (MS-QPCR)

Se trata de la realizacion de MSP con una PCR cuantitativa o “a tiempo real”.
MS-QPCR tiene un funcionamiento idéntico a la MSP con la particularidad de que el
producto de PCR se somete a un gradiente creciente de temperatura a la vez que se
detecta la fluorescencia emitida (curva de temperatura de fusién). Para esto se emplean
sondas marcadas con fluorocromos en ambos extremos que tienen una secuencia
complementaria a parte del fragmento de ADN que se quiere amplificar. Uno de los
fluorocromos actia como donador de fluorescencia en el extremo 5 y el otro como
aceptor de esta fluorescencia en el extremo 3’. La ADN polimerasa se desplaza sobre la
cadena de ADN sintetizando la cadena complementaria a partir de un fragmento de ADN
que sirve de molde (cebador). Segun incrementa la temperatura, el producto de PCR se
desnaturaliza, el fluorocromo se libera y deja de emitir fluorescencia. El cambio de
secuencia dara lugar a una diferente temperatura de fusion, siendo mayor en el ADN

metilado que en el no metilado*.

2.4.4.1.3. Analisis conformacional de una hebra especifica especifico a
metilaciones (MS-SSCA)

Al igual que en la técnica anterior, MS-SSCA estd basada en la transformacion
previa del ADN previa por bisulfito de sodio y una amplificacion por PCR del ADN tratado.
Posteriormente, se realiza una desnaturalizacion del producto del PCR y este es
incubado a 95°C 5 mimutos. Por ultimo, se realiza una electroforesis del ADN
desnaturalizado en gel de agarosa. Una técnica muy utilizada para separar moléculas o
fragmentos de moléculas de &cido nucleicos. Mediante un gradiente eléctrico, las
moléculas de ADN son desplazadas de un polo negativo a otro positivo donde el gel de
agarosa funciona como tamiz molecular. La distancia recorrida por cada fragmento de
DNA es inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular. Es importante el
uso de marcadores de tamafo conocido que nos permitan calcular los pesos moleculares
de las muestras de ADN. Para el caso del gel de agarosa, se afiade bromuro de etilo,
sustancia que se intercala entre las bases del DNA y es fluorescente cuando se ilumina

con luz ultravioleta®’.
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2.4.4.2. Modificaciones histonas
2.4.4.2.1. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP)

Para la investigacion de modificaciones de histonas, en la actualidad se estan
utilizando las técnicas de inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChIP) y micromatrices.

Ambas con un esquema principal para determinar las marcas de la cromatina*®:

e EI ADN vy las proteinas de la cromatina se tratan con formaldehido y se
entrecruzan, para que posteriormente la cromatina se fragmente en partes de
500-1500 pares de bases (pb).

* Dicha cromatina fragmentada se inmunoprecipita utilizando un anticuerpo que se
une a la marca epigenética de interés donde el sobrenadante consistira en
porciones no marcadas que se desechan. Existen una cantidad relativamente
grande de anticuerpos comerciales grado ChIP o incluso los propios

investigadores pueden generar dichos anticuerpos a un precio razonable.
* EI ADN es purificado a partir de cromatina.
* EI ADN se etiqueta (con fluoréforos, etc.) y se hibrida en micromatrices de ADN.

* Generacion de mapas epigenéticos de la cromatina dependiendo de las

herramientas diagnosticas disponibles.

Finalmente, el analisis de la inmunoprecipitacion para la modificacion de
histonas se realiza con anticuerpos dirigidos a residuos modificados en histonas, como
por ejemplo la metilacion de H4K9. Posteriormente, se realiza una amplificacion con una
PCR cuantitativa, como la explicada en el apartado anterior, de una region candidata para

cuantificar los niveles de modificacion de residuos de las histonas.
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2.4.5. Fase experimental

En el apartado anterior nos hemos parado a explicar las técnicas que
emplearemos por lo que, en esta parte del desarrollo experimental, haremos un breve

resumen de los experimentos y los procesos que realizaremos.

Debido a los objetivos planteados hemos dividido el estudio en dos grupos de
experimentos en funcion del objeto de estudio.

2.4.5.1. Experimentos 1

Se estudiaran los niveles de modificaciones epigenéticas en el DAT en las
distintas partes del mesencéfalo ventral (VTA y SNI) sobre sujetos control. De las
técnicas explicadas anteriormente, usaremos la mas apropiada segun el tipo de
modificacion epigenética, siendo para el caso de las metilaciones del ADN las técnicas de
MS-QPCR y MS-SSCA y a través de ChlIP para las modificaciones de las histonas

La divisién temporal de estos experimentos sera la siguiente:

- Durante los primeros nueve meses del proyecto estudiaremos los cambios en

roedores, organizandolo de la siguiente manera:

1. Estudio en ratones:

1.1. Estudio de los niveles de metilacion del ADN en el VTA y SNI
1.2. Estudio niveles modificacion de histonas en el VTA y SNI

2. Estudio en ratas:
1.1. Estudio de los niveles de metilacion del ADN en el VTA y SNI
1.2. Estudio niveles modificacion de histonas en el VTA y SNI

- Durante los siguientes 9 meses estudiaremos los cambios en cerebros

humanos sin antecedentes, segun la siguiente organizacion:
1. Estudio de los niveles de metilacion del ADN en el VTA y SNI

2. Estudio niveles modificacion de histonas en el VTA y SNI
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2.4.5.2. Experimentos 2

En esta segunda fase, se estudiaran los diferentes niveles de modificaciones

epigenéticas en las distintas partes del mesencéfalo ventral (VTA y SNI) sobre sujetos

lesionados y enfermos de enfermedad de Parkinson para compararlos posteriormente

con los resultados obtenidos en los sujetos control.

La divisién temporal de los experimentos sera la siguiente:

Durante los primeros nueve meses de esta segunda fase del proyecto
estudiaremos los cambios en roedores lesionados, organizandolo de la siguiente

manera:
1. Estudio en ratones inyectados con MPTP:
1.1. Estudio de los niveles de metilacion del ADN en el VTA y SNI
1.2. Estudio niveles modificacion de histonas en el VTA y SNI
2. Estudio en ratas inyectados con 6-OHDA:
1.1. Estudio de los niveles de metilacion del ADN en el VTA y SNI
1.2. Estudio niveles modificacion de histonas en el VTA y SNI

Los siguientes 9 meses estudiaremos los cambios en cerebros humanos

enfermos de Parkinson, segun la siguiente organizacion:
1. Estudio de los niveles de metilacion del ADN en el VTA y SNI

2. Estudio niveles modificacion de histonas en el VTA'y SNI

2.4.6. Estudio estadistico

Los ultimos 6 meses del proyecto se dedicaran a la recopilacion de datos y al

estudio estadistico pertinente en cada caso, pudiendo variar el estudio en cuestion

dependiendo de los resultados obtenidos.
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2.5. IMPACTO ESPERADO DE LOS RESULTADOS

Actualmente no se dispone de ningun tratamiento capaz de detener la
progresion de la enfermedad de Parkinson, Unicamente existen métodos dirigidos al
control de sintomas derivados de la pérdida y muerte neuronal. La L-Dopa, precursor de
la dopamina, es el tratamiento mas empleado y su uso se apoya en que en los pacientes
con esta enfermedad existe un agotamiento de la dopamina estriatal, pero que las células
dopaminérgicas de la sustancia nigra restantes son capaces de producir algo de

dopamina captando su precursor.

La epigenética se muestra como campo emergente en el estudio de
enfermedades neurodegenerativas y pese a que en la enfermedad de Parkinson no ha
sido tan estudiado como en la enfermedad de Alzheimer, existen precedentes de
hallazgos sobre la implicacion de varios genes relacionados con su patogenia, entre los
que la alpha-sinucleina es el mas estudiado por ser el principal componente de los

cuerpos de Lewy.

Este proyecto se realiza en base a la sospecha del papel que puede tener el
transportador de dopamina a la hora de la degeneracion dopaminérgica sufrida en la SN
lateral y su proyeccion sobre el estriado. Se ha observado una expresion de la proteina
en esta region mayor a la encontrada en el VTA donde no existe tal degeneracion. Si
dicha expresién esta regulada por factores epigenéticos como queremos demostrar, nos
lleva a pensar que controlando dichos factores a través de tratamientos basados en la
epigenética como los ya explicados, podria controlarse dicha expresién, disminuyendo la
misma, lo que podria suponer una mejora considerable en la calidad de vida de los

enfermos de Parkinson.
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2.7. ANEXOS

Anexo 1: Abreviaturas mas empleadas

ADN
ARN
ChIP
DAT
DNMTs
EP
HDACs
HDACIs

MPTP

MS-QPCR

MS-SSCA

PCR
SAH
SAM
SN
SNCA
VTA

6-OHDA

Acido desoxirribonucleico

Acido ribonucleico
Inmunoprecipitacion de la cromatina
Transportador activo de dopamina
ADN metiltransferasas

Enfermedad de Parkinson
Desacetilasas de histonas
Inhibidores de HDACs

1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidroxipiridina

PCR cuantitativa especifica para
metilaciones

Analisis conformacional de una sola
hebra especifica para metilaciones

Reaccion en cadena de polimerasa
S-adenosin homocisteina
S-adenosin metionina

Sustancia negra

a-sinucleina

Area tegmental ventral

6-hydroxidopamina
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