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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa en la cual existe
una pérdida de neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra compacta que
inerva a los ganglios basales, estructuras encargadas de modular el movimiento a
través de dos vias: una via directa que estimula el movimiento y una indirecta que
lo inhibe. Clasicamente se acepta que en la via directa se expresan receptores a
dopamina tipo D1 mientras que en la via indirecta se expresan preferencialmente
receptores de la familia tipo D2 sin embargo se ha localizado un dimero D1-D3 en
las terminales estriado-nigrales perteneciente a la via directa, en el cual el receptor
D3 tiene la capacidad de potenciar la formacion de AMPc y la liberacion de GABA
estimulada por receptores D1. En condiciones de denervacion existe un efecto
antagonico entre estos receptores que ha sido dificil de esclarecer. Existe una
isoforma del receptor a dopamina D3 denominada D3nf la cual puede secuestrar
receptores D3 en la membrana y llevarlo a compartimentos citosoélicos, este
sistema pudiera estar actuando en las terminales estriado-nigrales; por lo cual el

objetivo del trabajo fue dilucidar lo que ocurre con esta dinamica de receptores.

Los datos obtenidos nos muestran que existe una disminucién de los receptores
D1 en el estriado y en sinaptosomas de la SNr, aunado a un aumento de los
receptores D3 en condiciones de denervacion, ademas de que existe una
disminucién de la isoforma D3nf en estas mismas condiciones y un aumento de
receptores D3 en la membrana del estriado. Esto nos indica que existe una
dindmica mas complicada y el entendimiento de esta nos ayudara a proponer a

largo plazo nuevos blancos farmacolégicos para la enfermedad de Parkinson.



SUMMARY

Parkinson's disease is a neurodegenerative disorder caused by their loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra compact that innervates the basal
ganglia, which are structures responsible for modulating movement through two
routes: a direct path that simulates the motion and an indirect path that inhibits it.
Classically it is accepted that in the direct path dopamine D1 receptors are
expressed whereas in the indirect pathway preferentially D2 type receptor family
are expressed, however it has been located a dimer D1- D3 in the striato-nigral
terminals belonging to the direct path. The D3 receptor has the ability to enhance
cAMP formation and release of GABA produced by D1 stimulation but in
denervation exists an antagonistic effect between receptors that has been difficult
to clarify. There is an isoform of the D3 dopamine receptor called D3nf which can
internalize D3 receptors in the membrane and cytosolic compartments, this system
could be acting on the striatal-nigral terminals, so the aim of this work was to

determine what happens to this dynamic of receptors.

The data obtained show that there is a reduction in D1 receptors in the striatum
and the SNr synaptosomes coupled with an increase in D3 receptor denervation
conditions, besides there is a decrease in the D3nf isoform in the same conditions
and D3 receptors increased in the striatal membrane. This indicates that there is a
more complicated dynamics and understanding of this will help us to propose new

long-term pharmacological targets for Parkinson's disease.



INTRODUCCION

GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales son un grupo de estructura subcorticales que se localizan en
la base del telencéfalo y se encuentran interconectadas, este sistema se encarga

de controlar principalmente los movimientos finos.

Organizacion anatémica

El sistema de los ganglios basales esta compuesto por diferentes nucleos (Figura
1.) estos son : el ndcleo estriado en sus regiones caudado y putamen, el globo
palido en sus porciones externa(GPe) e interna(GPi), la sustancia nigra que se
subdivide en sustancia nigra reticulada(SNr) y sustancia nigra compacta(SNc), por
altimo se localiza el nucleo subtaldmico (STN) (Bar-Gad et al., 2003; Blandini et
al., 2000; Bolam et al., 2000; Gerfen et. al., 2011). Estos nucleos son descritos a

continuacion.

Cortico-striatal inputs

Superior
colliculus

. c::"\ '& _ PPN

input ~¥
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output

— — €D

Figura 1.- Organizacion anatémica de los ganglios basales. Esquema de un corte
sagital de cerebro en donde se representan los nicleos Estriado, GPe, Gpi, STN, SNr,
SNc. Asi como estructuras externas como el talamo, corteza, coliculo superior y
pedunculo pontino, de igual manera se representa de color rojo la via directa y de color
azul la via indirecta (Tomado de Gerfen et. al., 2011).



Nucleo Estriado (Caudado-Putamen)

El ndcleo estriado es el principal nucleo de entrada de informacion que proviene
de la corteza de naturaleza glutamatérgica excitatoria (McFarland et. al., 2000). En
los primates este nucleo se divide en dos: caudado y putamen, en los roedores se
conforma por un solo nucleo, la mayor parte de las neuronas del estriado utiliza el
acido-y-aminobutirico (GABA) aproximadamente el 95 % de las neuronas son
morfoldégicamente iguales estas son llamadas neuronas espinosas medianas y son
de proyeccion, mientras el 5% restante son interneuronas (Blandini et. al., 2000;
Cicchetti et. al., 2000; Tepper et. al.,, 2004). Las neuronas de proyeccion del
estriado utilizan al GABA como neurotransmisor y pueden co-liberar dos tipos de
neurotransmisor: encefalinas y sustancia P. Las neuronas que se proyectan del
estriado hacia el GPe se caracterizan por co-liberar encefalinas y expresan
receptores dopaminérgicos de la familia tipo D2 (Gerfen et. al.,, 1995). Por otro
lado las neuronas que proyectan a la SNr co-liberan sutancia P/dinorfina y
principalmente expresan receptores a dopamina de la familia Tipo D2 (Gerfen et.
al., 1995).

Globo Palido

EL globo palido también denominada complejo palidal comprende de dos
segmentos en primates: el globo palido interno (GPi) y el globo palido externo
(GPe) mientras que en los roedores el segmento interno es el nlcleo
entopeduncular y el externo el globo palido (Blandini et. al., 2000; Utter et. al.,
2008). Las neuronas del globo palido externo proyectan principalmente al ndcleo
subtalamico y son de naturaleza GABAérgicas, existen también proyecciones
hacia la sustancia nigra y el nucleo reticular del tdlamo (Bolam et al., 2000; Smith
et. al., 1989). Se ha observado que las neuronas palidales expresan receptores
dopaminérgicos tipo D2 principalmente los receptores D4 que se encuentran tanto
en el soma como en terminales presinapticas del STN y SNr ( Ariano et al., 1994;
Flores et al., 1999; Kahn et al., 1998).
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Nucleo Subtalamico

El nacleo subtaldmico es el Unico dentro de los ganglios basales cuyas neuronas
son de naturaleza glutamatérgica, esto quiere decir que son neuronas de tipo
excitatoria, son células fusiformes piramidales o redondas (Lee et. al., 2004). Sus
neuronas proyectan principalmente a los ndcleos de salida (SNr/GPi) aunque
también existen eferentes que van hacia el GPe, y algunas proyecciones son
hacia el estriado, SNc y corteza motora (Patent et. al., 1995). El Nucleo
subtaldmico recibe inervaciones de GABAérgicas inhibitorias del GPe asi como
dopaminérgicas de la SNc (Hassani et al., 1997; Karachi et al., 2004).

Sustancia Nigra

La sustancia nigra se extiende a lo largo del mesencéfalo y en la parte caudal del
diéncefalo, estructuralmente se distinguen dos regiones : una region compacta
que se localiza en la regidon caudal del mesencéfalo y una porcion reticulada

localizada en la porcién ventral (Albin et al., 1989).

Sustancia nigra pars compacta

La sustancia nigra pars compacta (SNc) son neuronas que contienen
neuromelamina que es un pigmento oscuro caracteristico de este nucleo derivado
de la oxidacion y polimerizacién de la dopamina que es el neurotransmisor que
utiliza este ndcleo, las aferentes de la SNc provienen de diferentes nicleos como
el estriado y el globo pélido, también existen proyecciones provenientes de la
sustancia nigra reticulada, incluso se han descrito proyecciones glutamatérgicas
que vienen del SNT y de la corteza (Blandini et al.; 2000; Ribak et al., 1980;
Tepper et al., 1995; Smith et al., 1996).
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La SNc manda sus proyecciones dopaminérgicas practicamente a todos los
ndcleos de los ganglios basales (Estriado, SNr, GPe, STN) regulando asi la
dopamina la actividad y dinamica en este circuito motor. (Blandini et al., 2000;
Utter et al., 2008).

Sustancia nigra pars reticulada

La sustancia nigra pars reticulada se considera el nucleo de salida de informacion
de los ganglios basales en conjunto con el globo palido interno ya que de forma
final la informacion es integrada en estos nucleos y dirigida al tdlamo. Estos
nacleos presentan una actividad ténica lo que produce una inhibicién sostenida de
las neuronas talamo-corticales, la SNr proyecta hacia la parte ventral del tadlamo y
al coliculo superior, asi mismo recibe inervacion tanto GABAérgica del estriado
como glutamatérgica proveniente del STN, existe una pequefia porcién que inerva
del GPe y otra de la SNc (Blandini et al., 2000; Vilchis et al., 2000; Gulcebi et al.,
2012). Cambios en la actividad neuronal de la SNr tienen consecuencias sobre la

actividad motora (Gerfen et al., 2011).

Organizacion Funcional de los Ganglios Basales

Los nudcleos descritos anteriormente se encuentra interconectados formando un
circuito de neuronas que procesan la informaciéon proveniente de la corteza a
través de dos vias: la via directa que de manera final da como resultado la
activacion o facilitacion del movimiento y la via indirecta que promueve la

inhibicion del movimiento (Figura 2).
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Via Directa

La via directa lleva su nombre debido a que neuronas del estriado que es el
principal nucleo de entrada de la informacion que proviene de la corteza manda
directamente sus eferentes al ndcleo de salida la SNr, estas neuronas
GABAérgicas inhiben a la SNr dejando asi libres a las neuronas del tAlamo que se
encontraban bajo el control de la SNr para ejercer su efecto excitatorio sobre la
corteza y promover el movimiento; clasicamente en esta via se expresan
receptores dopaminérgicos del tipo D1 y que coliberan sustancia P/dinorfina
(Gerfen et al., 2011; Penney et al., 1983).

Via Indirecta

La via indirecta es la encargada de inhibir el movimiento y de manera particular se
opone al efecto de la via directa. En la via indirecta neuronas del estriado mandan
sus proyecciones de naturaleza GABAérgicas al GPe que es el primer nucleo de
relevo en los ganglios basales en esta via, asi las neuronas del GPe estan
inhibidas y no pueden ejercer su efecto inhibitorio sobre el segundo nucleo de
relevo, el nucleo subtaldmico. EI STN proyecta sus eferente glutamatérgicas
excitatorias hacia la SNr por lo tanto la SNR queda libre para ejercer su efecto
GABAérgico inhibitorio sobre las neuronas del tdlamo las cuales quedaran
inhibidas y no podran ejercer su efecto inhibitorio sobre la corteza por lo cual el
movimiento sera inhibido. Se conoce que en esta via se expresan principalmente
receptores a dopamina del tipo D2 que ademas coliberan encefalinas (Alexander
et al., 1990).

Asi pues parece contradictorio que una via inhiba el movimiento y otra la inhiba
quien resuelve esta contradiccion es la dopamina que es proporcionada por la
sustancia nigra pars compacta la cual regula la actividad de estas dos vias y que
de forma sinergista promueve el movimiento en este modelo clasico sin embargo
deben considerarse nuevas propuestas sobre los ganglios basales. (Bolam et al.,
2000; Gerfen et al.,1992).
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Figura 2.- Representacion esquematica de los ganglios basales. En color azul se
muestran las proyecciones GABAérgicas, en color rojo se muestran las proyecciones
glutamatérgicas, de color amarillo se muestran las inervaciones de la SNc, asi también se
observan la expresién preferencial de los receptores tipo D1 en la via directa y de los tipo
D2 en la via indirecta.

SISTEMA DOPAMINERGICO

Dopamina

La dopamina es un neurotransmisor clasificado como amina biogénica. Es el
neurotransmisor catecolaminérgico predominante en el sistema nervioso central
(SNC) de los vertebrados superiores, contrala una gran cantidad de funciones
vitales como la ingesta de alimentos, regulacion endocrina, memoria, cognicion,
regulaciones endocrinas y la actividad locomotora entre otras. (Missale et al.,
1998). A nivel periférico actia como modulador en diferentes sistemas como el

cardiovascular, renal y gastrointestinal (Zeng et al., 2004).
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Sintesis y Liberacién

La dopamina se sintetiza tanto en el soma como en las terminales nerviosas
dopaminérgicas, a partir del amino&cido Tirosina al cual se le afiade un hidroxilo
en posicion orto para formar el grupo catecol y por medio de la tirosina hidroxilasa
(TH) la cual dara lugar a la formacion a la L-Dopa, una vez formada la L-Dopa es
transformada por la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC) para dar

paso a la formacion de dopamina (Figura 3).

Tvrosine cCOO™
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Figura 3.- Sintesis de la dopamina. La dopamina es sintetizada a partir de la tirosina y
por accion de la TH es convertida en L-DOPA la cual sufre una descarboxilacion por la
AADC dando paso a la formacién de la dopamina.
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Una vez transformada la dopamina puede ser degradada por la monoamino
oxidasa tipo A (MAO-A) dando lugar al acido 3,4dihidroxifeniacético (DOPAC),
también puede ser degradada extracelularmente por la catecol-O-metil transferasa

(COMT) resultando como producto el acido homovanilico (HVA) (Figura 4).
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Figura 4.- Metabolismo de la dopamina. Una vez sintetizada puede ser
degradada por dos encimas la MAO-A que dara como producto final DOPAC y por

la COMT que la metaboliza a HVA.

O ser incorporada a vesiculas para su posterior liberacion por medio del

transportador vesicular de monoaminas (VMAT) para ser liberada principalmente

por exocitosis mediante la llegada de un pulso despolarizante existe un influjo

masivo de calcio promoviendo la fusién de las vesiculas a la membrana (Figura 5).

Una vez liberada a los espacios pre y post sinapticos puede ser recapturada por

los transportadores a Dopamina (DAT)
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Figura 5.- Liberaciéon, almacenamiento y recaptura de dopamina. Una vez sintetizada
la dopamina puede ser captura en el interior de vesiculas por los VMAT para su posterior
liberacion a través de exocitosis, una vez liberado en el espacio extracelular puede ser
recapturado por los DAT

Receptores a Dopamina

Las acciones fisiol6gicas de la dopamina estan mediadas por sus receptores, los
receptores a dopamina son receptores clasicos de 7 hélices transmembranales
(Figura 6) acoplados a proteinas G heterotiméricas (GPCRs) son cinco diferentes
receptores que se encuentran intimamente relacionados y dependiendo de la
accion que ejerzan sobre la adenilato ciclasa (AC) asi como sus propiedades
bioguimicas y farmacolégicas se dividen principalmente en dos grandes familias,
los del tipo D1 y los del tipo D2. (Andersen et. al.,1990; Vallone et. al., 2000;
Spano et. al., 1978) .
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Extracellular

Figura 6.- Esquema representativo de un receptor dopaminérgico. Conformado por 7
hélices transmembranales presentando una porcion amino en el espacio extracelular y
una carboxilo en su porcion intracelular, los receptores de la familia tipo D2 se
caracterizan por tener una tercer asa intracelular mas grande que los de la familia tipo
D1.(Tomado de Missale et al., 1998).

Receptores a Dopamina Tipo D1

Los receptores que integran a la familia del tipo D1 son los receptores D1 y D5, el
D1 estd compuesto por 446 aminoacidos mientras que el receptor D5 esta
compuesto por 447 aminoacidos es bien aceptado que estos receptores se
acoplan a proteinas G heterotiméricas (Gs/olf) las cuales van a estimular la
produccion de adenosina monofosfato cicilico (AMPc) a través de la adenilato
ciclasa (AC). (Zhuang et al., 2000).
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Existe una amplia distribucion y expresion de los receptores D1 en la via directa
(nigro-estrial), asi como en areas mesolimbicas, mesocorticales, nucleo
accumbens, bulbo olfatorio, amigdala y corteza prefrontal, y en bajos niveles en
regiones como el hipocampo, cerebelo y areas hipotalamicas. El receptor D5 se
localiza y expresa en niveles bajos en regiones como corteza prefrontal en
neuronas priamidales principalmente, corteza premotora, corteza entorreinal, giro
dentado entre otras, y una minima expresion en las neuronas espinosas medianas
en la region caudada del estriado y en el nicleo accumbens (Beaulieu et al., 2011;
Gerfen et al., 2000; Missale 1998; Rankin et al., 2000; Sokoloff et al., 2006).

La respuesta a la activacion de los receptores D1 en los ganglios basales es la
liberacibn de GABA (Floran et al., 1990) y depende de un influjo de calcio a la
neurona por la activaciéon de canales de calcio tipo P/Q (Arias-Montafio et al.,
2007).

Receptores a Dopamina Tipo D2

Por otra parte los receptores que integran a la familia del tipo D2 estan
compuestos por los D2, D3 y D4. Estos receptores se acoplan a proteinas Gi las
cuales inhiben la formacion de AMPc a través de la AC. El receptor D2 presenta 2
isoformas (D2s y D2L) que se diferencian en el nimero de aminoacidos que
componen la tercer asa intracelular, el receptor D3 est4 conformado por 400
aminodcidos y presenta 7 isoformas diferentes 2 son tipicos receptores a
dopamina y las 5 restantes son formas truncadas, por ultimo los receptores D4
compuesta por 387 aminoacidos presenta diferentes variantes con secuencias
repetidas en su tercer asa intracelular (Rankin et al., 2010; Rondou et al., 2010;
Sokoloff et al., 2006; Van tol et al., 1992).
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Los receptores D2 se han localizado en el nucleo accumbens, bulbo olfatorio,
sustancia nigra, area ventral tegmental, hipotdlamo, areas corticales, septum,
amigdala e hipocampo Gerfen, 2000; Missale et al., 1998; Seeman et al., 2006;
Vallone et al., 2000). Mientras que los receptores D3 tienen un patrén mas limitado
ubicandose en areas limbicas como la porcion Shell del ndcleo accumbens, en
otras regiones como el tubérculo olfatorio y las islas de Calleja, en menor medida
se ha localizado en el estriado, sustancia nigra pars compacta, area ventral
tegmental, hipocampo, area septal y diferentes zonas de la corteza (Missale et al.,
1998; Sokoloff et al., 1992, 2006). Los receptores D4 estan localizados en la
corteza frontal, amigdala, hipocampo, hipotadlamo, globo palido, SNr y talamo
(Missale et al., 1998; Rondou et al., 2010).

Farmacologia de los receptores a Dopamina

Cada receptor de los dos tipos de familia presenta caracteristicas farmacol6gicas
muy definidas, el uso de antagonistas y agonistas selectivos ha ayudado al estudio

de estos rece ptores.

De manera particular los receptores D1 y D5 no se han podido diferenciar
farmacolégicamente sin embargo la afinidad por el (+)-butaclamol que es un
antagonista es un poco mayor para los receptores D1 (Seeman et al., 1994). Los
agonistas sintetizados para estos receptores presentan afinidades muy similares la
diferencia se encuentra en el agonista natural que es la dopamina la cual tiene una

afinidad 10 veces mayor por el receptor D5 (Missale et al., 1998).

El haloperidol y la espiperona presentan una afinidad de 10 y 20 veces mayor por
los receptores D2 que por los receptores D3 sin embargo la clozapina, sulpiride y
raclopride no son capaces de diferenciar a los receptores D2 y D3 (Missale et al.,
1998; Sokoloff et al., 1990).
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Respecto a los receptores D3 estos tienen una afinidad 20 veces mayor por la
dopamina respecto a los D2 y hasta 70 veces mayor que los receptores D1
(Ritchand et al., 2001; Robinson et al., 1994). Se ha logrado desarrollar agonistas
selectivos para el D3 el PD 128907 y el 7-OH DPAT asi como el antagonista
selectivo GR 103691 (Audinot et al., 1998; Zapata et al., 2002).

El receptor D4 presenta una gran afinidad por la clozapina a diferencia de los
receptores D2 y D3 (Van Tol et al., 1991).

Como he mencionado cada receptor tiene una caracteristica Unica tanto en su
composicion molecular, farmacologia, distribucién y expresion (Tabla 1). Por lo
cual el estudio de estos receptores ha tomado varios afios y aun siguen sin

esclarecerse todas las interacciones.

D”"&*‘E‘L‘L*,_J_Ff;“e"m-’ Di 0 i M D5
Gene symbol DRDI DRD2 DRDY DRD4 DRDS
Chromosomal gene  5g35.1 11g23.1 dq13.3 11pish 4pl6.1

map locus
Number of introng ~ None [ 8 3 None

in the coding

region
Paeudogenes None None None None DRDaPI, DRDSP2
Presence of splice None Yes Yes Yeos None

variants D25, D2L
Number of aming 446 D25, 414; D2L, 443 400 387 477

arids
Molecular weight 49,300 D25, 47,347, D2L, 50,619 44 225 41487 52,951
G protein coupling  Ge,, Ge,, G, Ga, Ga, Go, Ga,, Ga, Ge, Ga
Selective agomsts  Fenoldopam, SKF-383%3, Bromocriptine, pergolide, 7-0H-DPAT, pramipexole, A-412987 ABT-670, None

SKF-81297 cabergoline, ropinirole rotigotine, PD-168,077
(+)-PD-1284907
Selective SCH-23390, SCH-39166, Haloperidol, spiperone, Nafadotride, GR 103,691,  A-3813%3, FAUC None
antagonists SKF-83566 raclopride, sulpiride, GR 218,231, 213, L-745,870,
rigperidone SB-27T011A L-750,667

T-0H-DPAT, hydrosxy-2-dipropylaminotetraling A-381393, 2{4-(3,4-dimethylpheny]piperazin-1-ylmethyl - 1H benzimidazole, A-112097, N-(3-methylphenyl-2-(4-pyridin-
L-ylpiperidin-1-ylacetamide; ABT-870, 3-methyl-N-(1-ogy-3' 4" 5" ' -tetrabydro-2'H- 2 4"-bipyridine]-1"-ylmethylbenzamide; FAUC 213, 2-/4-(4-chloropheaylipiperazin-1-
ylmethyl jpyeazolo 1,5-0 jpyridine; GR 218,231, (4)42R)-1,2,3,4-tetrahydro-6-] (4-methoxyphenylaulfoay ] methyl N N-dipropyl-2-naphthalenamine; GR 103,681, 4'-aeetyl-
N4 4-(2-methoxyphenyl)-1-plperaziny] buty]}{ 1,1"-biphenyl |-4-carbogamide; L-T45,870, 3-44- 4-chloropheny]jpiperazin-1-ylmethyl-1H-pyeralo[2,3-b [pyridine; L-T50 867,
3 4-l4-lodophenylipiperazin-1-ylmethyl-1H-pyrrola 2. 3-bpyridine, PD-128007, (daR,106R1-3 40 4, 10b-teteabydeo-d-peopyl-2H SH 1 benzopyrano- 4,3-b]-1 d-oazin-S-ol;
PD-168,077, N-{4-2-cvanophenylipiperazin-1-ylmethyl}-3-methylbenzamide-(28-but-2-enedivie acid; ; 8B-2TT011A, N-{trang-4- 2-{6-eyano-3 4-dibydrolsoguinelin-20 1H)-
yliethyl jevelohexylhguinaline-4-carboxamide; BCH-30188, (- -rans-6,7, 70,8913 -hexahydro-3-chlore-2-hydroxy-N-methyl-5H-benzo d [naphtho] 2, 1-b|azepine; SKF-38383,
2,34, 5-tetralydro-T 8-dihydrogy-1-phenyl-1H-3-benzazepine; SKF-81287, (+)-G<hloro-7 B-dihydrocy-1-phenyl-2,3,4 S-teteahydeo- 1H-3-benzazepine  hydrobromide;, SKF-B3566,
B-hroma-2 3.4, 5-teteahydro-3-methyl-5-phenyl- LH-3-benzazepin-T-ol.

Tabla 1.- Caracteristicas Generales de los receptores a Dopamina. En la tabla se
muestra la ubicacién del gen, el nimero de intrones, los genes, isoformas, peso
molecular, tipo de acople a proteina G asi como algunos agonistas y antagonistas
selectivos para cada uno de los receptores (Tomado de Beaulieu et al., 2011).
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Sefializaciéon de los receptores Dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos efectlan su accion a través de proteina G las
cuales se clasifican en 4 grandes familias Gas, Gai, Gaq, y Ga12. En general las
proteinas G estan constituidas por 3 subunidades: a, B y y la clasificacion esta
basada en la naturaleza de la secuencia de la subunidad a y su caracteristica
funcional (Tabla 2). La subunidad a se encuentra unida a la membrana por una
modificacion lipidica ya sea miristilacion o palmitoilacion y la subunidad By esta
anclada a la membrana por isoprenilacion de la subunidad y (Milligan et al., 1997;
Pierce et al., 2002; Zhang et al., 1996).

En estado basal, la subunidad Ga se encuentra unida a GDP y al complejo GBy.
La interaccion del receptor con su respectivo ligando, resulta en la disociacion de
GDP de la subunidad Ga del complejo heterotrimérico, siendo reemplazado por
GTP. La union de GTP a la subunidad Ga provoca un cambio conformacional que
disocia el complejo heterotrimérico, separando la subunidad Ga del complejo Gy,
teniendo estos diferentes efectores (Offermanns et al., 2003). La actividad GTPasa
de la subunidad Ga termina con el estado de activacion de la proteina G,
induciendo la re-asociacion del complejo heterotrimérico, quedando unida de

nuevo la subunidad Ga a GDP y al complejo GBy.

Subunidad Efector Funcion

Gasl/olf Adenilato Ciclasa (AC) A Formacion de AMPc

Gilo Adenilato Ciclasa (AC) WV Formacion de AMPc

Gq/11 Fosfolipasa C tipo 8 (PLC-B) | Liberacion de Ca*? de
compartimento intracelulares

Tabla 2.- Caracteristicas Generales de las diferentes subunidades de Proteinas Ga.
Se muestra el principal efector de las subunidades y la funcién inmediata. AAumento en
la formacion de AMPc,W¥Disminucion en la formacién de AMPc .
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Los receptores D1 y D5 se encuentran acoplados a proteinas Gas, particularmente
en el estriado el receptor D1 se acopla a proteinas Gaolf (Zhuang et al., 2000), por
lo tanto, la activacion de ambos estimula a la adenilato ciclasa, incrementando los
niveles de AMPc intracelular (Monsma et al., 1990), a su vez, el incremento de
AMPc estimula a la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) removiendo sus
2 subunidades regulatorias para dejar libres sus subunidades cataliticas, las
subunidades cataliticas fosforilan canales de Ca*?, activando el influjo de Ca*?a la
célula, asi también, la PKA puede activar a diferentes proteinas que participan en

la regulacion de la expresion de genes (Fig. 7).

Como se mencion6 anteriormente, los receptores D1 son capaces de regular la
actividad de varios canales ionicos a través de la activacion de la PKA. Se ha
mostrado que estimula la actividad de canales i6nicos de Ca?* tipo L, N, P, Q,
NMDA, AMPA y GABA. Por otro lado, se ha mostrado que inhibe canales de Na+,
canales de K+ dependientes de voltaje, asi como canales rectificadores entrantes
de K+ (GIRKs) (Neve, et al., 2004). Adicionalmente la misma PKA fosforila la

proteina fosfatasa regulada por dopamina (DARPP-32).

DARPP-32 en estado fosforilado en el residuo treonina 34 (T34), se transforma en
un potente inhibidor de la proteina fosfatasa 1 (PP1). En neuronas del estriado,
estudios electrofisiolégicos mostraron que la activacion de receptores D1
incrementa las corrientes NMDA y que esto es mediado por la via de sefalizacion
PKA-DARPP-32/PP1 (Flores-Hernandez et al., 2002).
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Figura 7.- Via de sefalizacién de los receptores dopaminérgicos tipo D1. Principales
efectores y vias de sefializaciéon involucradas en la activacién de los receptores de la
familia D1, en lineas continuas se muestra la activacion de los diferentes efectores y en
lineas punteadas la inactivacion de los efectores (Tomado de Neve et al., 2004).

Por otro lado los receptores de la familia del tipo D2, se acoplan a proteinas Gai/o,
la activacion de estos receptores inhibe la actividad de la adenilato ciclasa
(McAllister et al., 1995). La consecuencia de la activacion de estos receptores es
la disminucion en la formacién de AMPc, y con ello no se lleva a cabo la activacion
de PKA, por lo tanto se disminuye la entrada de Ca*?a la célula evitando la fusion
vesicular a la membrana, disminuyendo la liberacion del neurotransmisor al
espacio sinptico (Figura 8). De manera particular, todos los receptores del tipo D2
inhiben la actividad de canales de calcio L, N y P/Q, a través de proteinas G

sensible a toxina pertusis.

La subunidad B/y también puede estimular canales de K* rectificantes, ya que la
estimulacién del receptor D2 disminuye la excitabilidad neuronal por incrementos
en la corriente entrante de K*. Todos los subtipos de receptores D2 activan
canales rectificadores entrantes de K* regulados por proteinas G (GIRK), estos
efectos presumiblemente son mediados por esta subunidad (Wickman et al.,
1994).
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Otro efecto de la subunidad B/y que se ha mostrado es la inhibicion de corrientes
de Ca*? en neuronas espinosas medianas ya que la activacion de receptores D2
induce disminucion de las corrientes de Ca*? dependiente de canales tipo L
(Hernandez-Lo6pez et al., 2000).

o . ATP Y @&—“
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/ / PKC=— ; | v \

Figura 8.- Via de Sefalizacién de receptores dopaminérgicos tipo D2. Principales
efectores y vias de sefalizacién involucradas en la activacion de receptores de la familia
D2 en lineas continuas se muestra la activacion de los diferentes efectores y en lineas
punteadas la inactivacion de los efectores (Tomado de Neve et al., 2004).

ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad en la cual existe una pérdida del
movimiento paulatina, es una enfermedad neurodegenerativa que se presenta en
personas mayores a 50 afios en México se ha estimado una prevalencia entre 40
y 50 casos por cada 100 000 habitantes/afo, aunque se desconoce la etiologia de
la enfermedad se le ha atribuido a diferentes factores genéticos y ambientales
como el uso de pesticidas. Las manifestaciones clinicas de esta enfermedad son

rigidez, tremor y bradicinecias (disminucion del movimiento) principalmente.
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Esta enfermedad se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la
SNc que es parte fundamental en la regulacion de los ganglios basales. La pérdida
de los movimientos voluntarios se debe a un aumento en la actividad de la via
indirecta respecto a la via directa (Figura 9) la cual provoca un aumento en la
actividad de la SNr debido a la entrada glutamatérgica del SNT lo que conlleva a la
disminucién de la actividad de las neuronas del tAlamo las cuales ya no pueden
ejercer un efecto estimulatorio sobre la corteza provocando de esta forma la

inhibicién del movimiento. (Alexander et al., 1990; Obeso et al., 2000).

Figura 9.- Esquema de los Ganglios Basales en la enfermedad de Parkinson. En
lineas rojas se representan las proyecciones Glutamatérgicas y en azules las
proyecciones GABAérgicas, el grosor de las lineas indican el grado de activacion de cada
proyeccion. (Tomado de Obeso et al., 2000).
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Aunque la enfermedad de Parkinson no tiene una cura, se tiene un tratamiento
gue reduce de forma significativa los sintomas de esta patologia este tratamiento
es la L-Dopa sin embargo como todos los farmacos no esta exento de la aparicion
de reacciones colaterales en este caso es la aparicion de las discinesias (Bezard
et al., 2001). Esto conlleva a la busqueda de blancos farmacoldgicos, o nuevas
alternativas para contrarrestar los efectos colaterales de los tratamientos ya
establecidos. Asi pues el entendimiento del circuito de los ganglios basales y la
dinamica funcional de las proteinas involucradas es fundamental para proponer

nuevas estrategias farmacologicas.

Como ya he mencionado clasicamente existe una expresion diferencial de los
receptores tipo D1 en la via directa (estriato-nigral) y de los receptores tipo D2 en
la via indirecta. Sin embargo en la sustancia nigra pars reticulada que es el nucleo
de salida de informacion mas importante en los ganglios basales, se ha mostrado
que en neuronas del estriado cuyas las proyecciones van a la nigra presentan
expresion de ARNm de receptores D1 y D3 (Surmeier et al., 1996). Asi mismo en
nuestro laboratorio se ha observado en sinaptosomas de terminales nerviosas
estriato-nigrales coinmunoprecipitacién de los receptores D1 y D3 sugiriendo una
interaccion fisica tipo dimérica entre estos dos receptores (Cruz -Trujillo et al.,
2012).

Al estar dimerizados, el receptor D3 potencia la formacién AMPc inducida por los
receptores D1 (Avalos-Fuentes et al., 2013). Este efecto del receptor D3 también
se observa en la liberacion de GABA estimulada por receptores D1 de las
terminales estriato-nigrales, ya que en experimentos electrofisiolégicos al ser
estimuladas las neuronas con el agonista selectivo D3 (PD 128,907) y el agonista
D1 (SKF 38393) hay un aumento en la frecuencia de los potenciales miniatura
estimulados por la solo activacion de receptores D1, sugiriendo la potenciacion de

los receptores D3 (Cruz-Trujillo 2012).
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Los receptores D3 en el Nucleo Acumbens parecen estar bajo el control de la
cinasa dependiente de calcio/cadmodulina tipo 2 (CaMKIl) que en condiciones
normales interactla con el receptor D3, esto se ha demostrado en experimentos
de coinmunoprecipitacion, y resultado de esta interaccion se bloquea al receptor
D3 evitando sus efectos sobre la formacion de AMPc (Liu et al., 2009). En las
terminales estriado nigrales la CAMKII también regula la actividad del receptor D3
y cuando se activa en condiciones de despolarizacién previene la potenciacion
que el receptor D3 tiene sobre la liberacion de GABA y la formacion de
AMPc.(Avalos-Fuentes et al., 2013).

En condiciones de denervacion dopaminérgica (modelo de la enfermedad de
Parkinson) curiosamente el efecto potenciador del receptor D3 sobre el receptor
D1 observado en la liberacibn de GABA y en la formacibn de AMPc en
condiciones normales ahora parece tener un efecto antagénico opuesto (Avalos-
Fuentes et al., 2013). Lo que sugiere una pérdida de la funcion dimérica, sin
embargo la coinmunoprecipitacion persiste, lo que sugiere que los receptores
siguen interactuando. También, en este modelo se encontré que CaMKIl ya no
coprecipitaba con el receptor D3 sugiriendo que la cinasa ya no modula este
receptor (Avalos-Fuentes et al., 2013). Estos datos sugieren la necesidad de
mayor experimentacién a fin de dilucidar los cambios en la interaccién de estos
receptores en condiciones patolégicas y que pueden ser importantes para la

enfermedad de Parkinson.
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Dentro de los receptores dopaminérgicos se sabe que el receptor D3 es el mas
afin a la dopamina, un solo gen codifica para este receptor, sin embargo por
splicing alternativo se producen 7 variantes de este receptor incluyendo a la forma
larga D3L y corta D3S ambas con afinidad a dopamina, y las 5 variantes restantes
gue no tienen afinidad por dopamina. La isoforma mal denominada no funcional:
D3nf es la mejor caracterizada, esta variante carece de los dominios
transmembranales VI y VIl y se une a la forma larga D3 impidiendo que este se
una a la dopamina e incluso re-direcciona la ubicacion de la forma larga D3 de la

membrana hacia el interior de la célula (Karpa et al., 2000; Richtand, 2006).

Una posible explicacion por la cual la activacibn de receptores D3 en la
denervacion sean antagénicos a los receptores D1, puede ser la disminucién en la
expresion de la isoforma D3nf. En condiciones normales parte de los receptores
D3 estarian dimerizando con los receptores D1, la otra parte se encontraria en el
interior de la célula, dimerizando con la isoforma nf, la cual evitaria su aparicion en
membrana, por esto en condiciones normales solo se veria la accion de los
dimeros D1/D3. En la denervacion dopaminérgica la baja expresion de la isoforma
nf, no secuestraria receptores D3 en el citoplasma y estos podrian ir a la
membrana, ser activos y antagonizar a los dimeros D1/D3 que hubiera. Ademas
podrian acoplarse a proteinas Gi y antagonizar los efectos de la activacién de la
adenilato ciclasa. La validacion experimental de esta propuesta fue el objetivo del

presente trabajo.

JUSTIFICACION

El conocimiento de la modulacién de los receptores a dopamina en el modelo de
ganglios basales es fundamental para buscar nuevas estrategias farmacolégicas
para enfermedades relacionadas con los circuitos motores como la fisiopatologia

de Parkinson.
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HIPOTESIS

La denervacion dopaminérgica produce una disminucion de la dimerizacion
D3/D3nf, aumentando la expresion de receptores D3 en la membrana de las

terminales estriado nigrales.

OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Dilucidar la asociacion de los receptores D3 y su isoforma D3nf localizados en
terminales GABAérgicas en SNr en condiciones normales y de Parkinson

experimental.

OBJETIVOS PARTICULARES

e En condiciones normales y de Parkinson Experimental:

o Evaluar la expresion por medio de Western Blott de los receptores
D1yD3

o Estudiar la expresion y distribucion del receptor D3nf mediante

inmunofluorescencia en rebanadas de cerebro de rata

o Evaluar la sensibilidad y numero de receptores D3 en las

membranas de sinaptosomas de sustancia nigra por binding.
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MATERIAL Y METODOS

SUJETOS EXPERIMENTALES

Para los estudios se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso
aproximado entre 210-230 gr. Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas en el bioterio a una temperatura entre 18° C y 23 °C con ciclos de luz-

oscuridad de 12 hrs. La alimentacion y el agua fueron ad libitum.

LESION UNILATERAL CON 6-HIDROXIDOPAMINA

A los animales se les indujo condiciones de Parkinson experimental a través de
una lesion uniliateral en la cual se inyect6 1 ul de 6-hidroxidopamina (6-OHDA, 16
Mg/ul disuelta en solucion salina 0.9% con acido ascoérbico al 0.1%) que es una
neurotoxina la cual provoca la muerte de las neuronas dopaminérgicas y es
inyectada directamente en el haz del cerebro medio (MFB). Las ratas fueron
previamente anestesiadas con una mezcla de Xilazina/Ketamina en una
proporcion de 3:1 respectivamente, posteriormente fueron colocadas en un
esterotdxico (David Kopf) para la localizacion de las coordenadas
correspondientes al MFB obtenidas del atlas de cerebro de rata (Paxinos y
Watson, 1986) a partir de bregma: -0.180 mm; anteroposterior, 0.240 mm lateral y
-0.70 mm de profundidad. La inyeccion fue paulatina a una velocidad de 0.1
pI/min. Todos los sujetos fueron pretratados con desipramina para proteger el

sistema noradrenérgico (Marien et. al., 2004).

PRUEBA CONDUCTUAL

8 dias posterior a la cirugia los animales fueron sometidos a una prueba
conductual en la cual se inyect6 10 mg/kg de metanfetamina para exacerbar el
movimiento y corroborar el porcentaje de denervacion (Ungerstedl et al., 1970).
Todas aquellas ratas que hicieron mas de 8 giros por minuto durante una hora

fueron incluidas en los experimentos.
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SOLUCIONES

Krebs-HEPES: NaCl (115 mM), KCI (15 mM), MgSOa4 (1.18 mM), KH2PO4 (1.18
mM), CaClz (1.8 mM, HEPES (20 mM), Glucosa (11mM) a un pH de 7.4.

HEPES-Saracosa (0.32M): HEPES (5 mM) y Sacarosa (0.32M) a un pH de 7.4.
HEPES-Saracosa (0.8M): HEPES (5 mM) y Sacarosa (0.8M) a un pH de 7.4.
Solucion para el gel separador: Mezcla de Acrilamida 30%, Tris-HCI 1.5 M pH 8.8,
SDS 10%, Persulfato de amonio PSA 10%, tetra metil-etil-diamida (TEMED)
(0.0004%).

Soluciéon para el gel concentrador: Mezcla de Acrilamida 30%, Tris-HCI 1 M pH
6.8, SDS 10%, Persulfato de amonio PSA 10%, tetra metil-etil-diamida (TEMED)
(0.0001%).

Buffer de corrida: Tris-Base (0.025M), Glicina (0.192M), SDS 0.1% pH 8.3.

Buffer de Transferencia: Tris-Base (50 mM), Glicina (380 mM), MeOH 20%, SDS
0.1% pH 8.3.

Buffer de Muestra: Tris-Base (325 mM), Glicerol 50%, SDS 10%, 2-B
mercaptoetanol 25%, azul de bromofenol 0.5% pH 6.8.

TBS: NaCl (100 mM), Tris-HCI (10 mM), Tween 20 (0.2%) pH 7.5.

RIPA-SDS: Tis-HCI (40 mM), NaCl (150 mM), EDTA (2mM), Glicerol 10%, Triton
X-100 1

Buffer D3: 50mM Tris-HCL (pH7.4), 1ImM EDTA, 5mM Mg*? Cl2

OBTENCION DE REBANADAS

Después de 8 dias de haber realizado la prueba de conducta los animales fueron
sacrificados por dislocacion, se obtuvo el cerebro y se hicieron rebanadas

coronales de 300 ym de espesor en el vibratomo (CAMPDEN Instruments Ltd,
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USA) para después disecar los nucleos estriados y SNr los cuales fueron

colocados en una solucion Krebs Normal.

Una vez obtenidas las rebanadas se realizaron dos procesos diferentes uno para

obtencion de sinaptosomas y otro para obtener las membranas de los nucleos.

OBTENCION DE SINAPTOSOMAS

Una vez obtenidas las rebanadas de los diferentes nucleos se procedid a
homogenizar el tejido 10 veces a una velocidad de 400 a 500 rpm en una solucion
HEPES-sacarosa (0.32M). El homogenado fue centrifugado a 800 g durante 10
minutos a una temperatura de 4 a 7 °C. Se recupero el sobrenadante y se sometio
a una centrifugacion de 20 000 g durante 30 minutos. La pastilla fue recuperada
(P1) y fue resuspendida en solucion de HEPES-sacarosa (0.32M) después se
coloco sobre una porcion de HEPES-sacarosa (0.8M) y se volvio a centrifugar a 20
000 g durante 30 minutos, la fraccion sinaptosomal o pastilla (P2) se resuspendio
en RIPA-SDS junto a inhibidores de proteasas para los experimentos de Western
blot.

OBTENCION DE MEMBRANAS

Las rebanadas del estriado fueron homogenizadas en buffer para receptores D3
(50mM Tris-HCL (pH7.4), 1ImM EDTA, 5mM Mg*? Clz dando 10 golpes en
promedio a una velocidad de 500 rpm. Inmediatamente se centrifugaron a 1500
rom a 4°C durante 10 minutos, el sobrenadante fue recuperado y se hizo una
segunda centrifugacion a 20 000 g durante 30 minutos a 4°C. Se recupero la
pastilla (P1) la cual fue resuspendida en el mismo buffer y se procedid a
centrifugar nuevamente 30 minutos a 20 000 g a 4°C al terminar se recupero la
pastilla (P2) se resuspende en buffer D3 y es incubada durante 30 minutos a 37 °C

para eliminar el ligando enddégeno una vez transcurrido el lapso de tiempo se
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colocd sobre una porcion de gradientes de sacarosa compuesta por una parte al
55% vy la otra al 30% para separar membranas pesadas Yy ligeras, luego es
centrifugada a 58 000 g durante 3 horas, al termino de la centrifugacion se
obtuvieron las fracciones membranales que se resuspenden en buffer D3 se
centrifugaron a 20 000 g durante 35 minutos, se obtuvo la pastilla resuspendiendo
en un volumen de 400ul con buffer D3 para su posterior uso en los experimentos

de binding.

WESTERN BLOT

Para los experimentos de Western Blot los sinaptosomas fueron sonicados 3
veces y se procedid a realizar la cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford a los sinaptosomas se les afiadido dependiendo del volumen Y4 de buffer

de muestra (4x). Las muestras fueron hervidas durante 10 min.

Las muestras hervidas fueron colocadas en un gel de poliacrilamida en una
composicién del 10% para detectar a los receptores D1 y D3, se cargo 35 ug de
proteina por cada carril, estas fueron sometidas a electroforesis a 60 mA durante

una hora aproximadamente.

Una vez realizada la electroforesis el gel fue colocado en una camara con buffer
de transferencia exponiendo el gel a una membrana de fluoruro de polivinilideno
(PVDF) previamente activada con metanol. La trasferencia se realiz6 durante 3
horas a 180mA.

La membrana fue re-activada con metanol y con 3 lavados de 10 min con agua
milli Q. Después fue bloqueada con leche al 7% libre de grasa durante dos horas a
4°C . Cuando se terminé el tiempo de bloqueo las membranas fueron incubadas
con los anticuerpos primarios correspondientes que fueron disueltos en leche al
7% para el receptor D1 (Santa Cruz Biotechnologic) se incubo durante 10 horas a
4°C en una concentracion 1:300. Para el receptor D3 (Santa Cruz Biotechnologic)
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la incubaciéon fue de 13 horas a 4°C en una concentracion 1:300. Después se
procedié a lavar las membranas con TBS-Tween al 0.1% (5x7 min.) para poder
incubar los anticuerpos secundarios. Para el receptor D3 el anticuerpo secundario
fue incubado durante 2 hrs. En una concentracion 1:2000 a 4°C con agitacion
constante. Para el anticuerpo secundario del receptor D1 se realizo una dilucién

1:2000 a una temperatura de 4°C con agitacion constante.

Transcurrido el tiempo de incubacion con el anticuerpo secundario las membranas
se lavaron con TBS-Tween 0.1% (4x7 min.) para colocar ECL-Plus (General
electric) en la membrana durante 5 minutos, se realiz6é la exposicion de la placa
hacia la membrana en cuarto oscuro y después las bandas fueron visualizadas y
analizadas por densitometria con el programa Image J a través de la siguiente
férmula :

Intensidad neta — Fondo
Densitometria Unidades Arbitrarias = = ------------=-=-=-m-m oo

Area en Pixeles

INMUNOFLUORESENCIA

Para los experimentos de inmunofluorescencia se utilizaron animales 8 dias
después de la prueba conductual los cuales fueron anestesiados con
Ketamina/Xilazina 3:1 después se procedié a exponer la caja toraxica, se ubico el
corazon y con una punta trunca se perfor6 para realizar la perfusion; se perfundié
durante 30 minutos con PBS y masaje constante inmediatamente después se

perfundié otros 30 minutos con Paraformaldehido al 4%.

El animal fue decapitado y se extrajo el cerebro que se preservé en una solucion
de sacarosa al 30% durante dos dias. El cerebro fue lavado con PBS para realizar
los cortes en el criostato a -20°C se hicieron cortes sagitales y coronales de 30
pm, para los coronales se hizo una pequefa incision para marcar el lado
lesionado, los cortes se colocaron en camaras multiposos con solucion de PBS
filtrada.
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Las rebanas se seleccionaron para ser lavadas con PBS filtrado , después se
hirvieron las muestras con buffer de citratos durante 10 minutos , una vez hervidas
son lavadas nuevamente y se les colocé solucién de bloqueo con tritbn para
permeabilizar durante 30 minutos. Inmediatamente se realizaron lavados y se
incubaron con el anticuerpo primario D3nf 1:50 (Santa cruz Biotechnology) el cual
es disuelto en una solucion de PBS con Albumina 3% y asida de sodio 0.0001%
durante 72 hrs como minimo. Transcurrido el periodo se hicieron lavados con PBS
para colocar el anticuerpo secundario Alexa Fluor 482 1:100 durante 2 horas se
realizan los ultimos lavados con PBS y se colocaron las rebanadas con delicadeza
sobre un portaobjetos previamente gelatinizado, por dltimo se coloc6 un cubre
objetos y se sella la preparacion con barniz para analizarse en el microscopio

confocal (Leica).

BINDING

Se realizaron 8 concentraciones crecientes para el binding. El binding Total llevé
un volumen de ensayo de 300ul (50 ul de tejido, 150 pl de ligando y 100 ul de
buffer D3). La concentracion del ligando (7-OH DPAT) fue de 7 nM. Para el
Binding no especifico se utilizé el mismo volumen de ensayo pero en presencia de
20ul de butaclamol (16 uM). Para el ligando total se utiliz6 150ul del ligando + 12
ml de liquido de centelleo y por ultimo para el blanco se utiliz6 150ul de ligando y
150pI de buffer D3.

Cada uno de los ensayos se dej6 reaccionar durante 2 hrs. Para después realizar
una reacciéon de para utilizando papel filtro embebido en polietilamida al 3% en un
filtrador al vacio. Las muestras fueron colectadas y se agregaron 12 ml de liquido
de centelleo para colocarlas en un contador de centelleo liquido y realizar su
analisis a través de Graphpad Prism v 6
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RESULTADOS

Expresion de receptores D1 por Western Blot

Dentro de la denervacion dopaminérgica existen cambios en la expresion de
proteinas y se sabe que los receptores D1 se encuentran sensibilizados, ademas
por medio de binding se ha demostrado que existe un numero menor de
receptores D1 en la membrana de la SNr (Rangel-Barajas 2008). Por lo cual se
busco si la expresion de las proteinas también se modificaba tanto en el estriado

como en los sinaptosomas de la SNr de ratas hemiparkinsonicas.

Se encontré una menor expresion de los receptores D1 (Intacto: 116.7 + 4.231
SEM; Denervado: 89.07 + 5.052) con el andlisis de densitometria tanto en el
estriado como en los sinaptosomas de la SNr en el lado denervado en
comparacién con el lado intacto (Intacto: 99.51 + 5.950 SEM; denervado: 71.98 +

1.348) (Figura 10).

Receptores D1

Normal Denervado Normal Denervado

ARG | ———

Estriado Sustancia nigra

D1Str
D1snr

150

100

50

D.O. Relativa
D.0. Relativa

o

Intacto Denervado Intacto Denervado

Figura 10.- Expresion de los receptores D1 por Western Blot. En la imagen superior
se muestran los inmuboblots representativos de los receptores D1 de lado superior
izquierdo el correspondiente al estriado y de lado superior derecho al de la SNr. Las
graficas muestran la Densidad Optica relativa de los inmunoblost (N=3) se realiz6 una
prueba de T de student con un intervalo de confianza del 95 %.
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Expresion de receptores D3 por Western Blot

Se sabe que en la SNr el receptor D3 esta ejerciendo un efecto inhibitorio en la
formacion de AMPc vy liberacion de GABA que en condiciones normales es el de
potenciar tanto la liberacion de GABA como la formacion de AMPc inducida por los
receptores D1 (Avalos-Fuentes et al., 2013). Sin embargo no se sabe que esta
pasando con la expresion de este receptor en estas condiciones, por lo cual es

siguiente objetivo fue buscar como se encontraba la expresion de los receptores

D3.

La expresion del receptor D3 se ve aumentada significativamente en condiciones
de denervacion (Figura 11) tanto en el estriado (Intacto: 52.73 + 5.300 SEM;
Denervado: 80.24 + 5.081 SEM ) como en la SNr ( Intacto: 79.72 + 7.612 SEM,;

Denervado: 79.72 £ 7.612 SEM ) de la rata en comparacion con el lado intacto.

Receptores D3

Normal Denervado Normal Denervado

.
_ .

~aaKd | — | e comm—

Estriado Sustancia nigra

D3str D3snr
150

D.O. Relativa
D.O. Relativa

Intacto Denervado

Intacto Denervado

Figura 11.- Expresion de los receptores D3 por Western Blot. En la imagen superior
se muestran inmuboblots representativos de los receptores D3 de lado superior izquierdo
el correspondiente al estriado y de lado superior derecho al de la SNr. Las graficas
muestran la Densidad 6ptica relativa de los inmunoblots (N=3) se realiz6 una prueba de T
de student con un intervalo de confianza del 95 %.
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Distribucion y expresiéon de laisoforma D3nf

A la isoforma D3nf se le ha atribuido una caracteristica particular que es la de
secuestrar de la membrana a la forma larga del receptor D3. Su expresion se ha
observado en la corteza de monos teniendo una distribucion citosolica.
(Nimchinsky et al., 1997; Richtand, 2006). El objetivo de estos experimentos fue
observar la distribucion de la isoforma en el cerebro de la rata si como su
expresion por medio de inmunoreactividad en condiciones normales y de
parkinson experimental. Los resultados nos muestran que la distribucion en el
estriado de la isoforma es citosoOlica ademas que se localiza agrupada en
pequefios cumulos (Figura 12). Asi mismo la inmunoreactividad de la isoforma se
encuentra disminuida tanto en el estriado como en la SNr en condiciones de

denervacion (Figura 13).

N . . N N -

Figura 12.- Inmunofluorescencia de la isoforma D3nf en el estriado. Localizacion de
la inmunoreactividad de la isoforma D3nf en cortes sagitales. La imagen superior
izquierda se muestra una toma a 10x. En la imagen superior derecha se muestra una
toma del estriado a 20X. La imagen inferior izquierda es un acercamiento de una region
en la cual se observa mayor inmunoreactividad. Por Gltimo en la imagen inferior derecha
se muestra un acercamiento de los cumulos con doble tincién de la isoforma y el ndcleo.
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Intacto Denervado

Figura 13.- Inmunofluorescencia de la isoforma D3nf. Panel de figura de cortes
coronales representativos. La imagen superior izquierda muestra la inmunoreactividad a la
isoforma D3nf en la SNr del lado intacto en una toma a 20x. La imagen superior derecha
es una toma a 20x del lado lesionado en la SNr. La imagen inferior izquierda muestra una
toma a 40X del estriado del lado intacto. Por dltimo la imagen inferior derecha es una
toma a 40X del lado lesionado del estriado.
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Binding de membranas de receptores D3

El siguiente objetivo era saber si el aumento de la expresion del receptor D3 en
condiciones de denervacion que encontramos se debia a que existia un namero
mayor en la membrana que estaban siendo funcionales y debido a esto se
observara un efecto inhibitorio en la formacién de AMPc y liberacion de GABA
(Avalos-Fuentes 2013) por los que nos dimos a la tarea de realizar el Binding de

membrana de los receptores D3 utilizando al agonista selectivo 7-OH DPAT.

Los resultados muestran que en condiciones de denervacion existe un aumento en
la Bmax de los receptores D3 en membranas del estriado respecto al lado intacto
sin embargo la Kd no se modifica (Figura 14) esto sugiere que la actividad de los
receptores esta en funcion de la cantidad que se expresan en membrana y no en
la afinidad (Intacto: Kd =3.9x10° M; Bmax = 2164 fmoles/ug; Denervado:
Kd=3,73x101%;, Bmax= 2842 fmoles/ug ).

Str 3

3000+
-o- |ntacto

2500+ u -% Denervado

Intacto Kd= 3.9x10°10
Bmax= 2164

Binding especifico
(fmoles/mgq)
= = )
o al o
o o o
T ¢ 2

500
0 Denervado Kd= 3.732x10°1°
0 1.010° 207109 3.0°10° 4.0°10° Bmax= 2842
7-OH-DPAT [Molar]

Figura 14.- Binding de membrana de los receptores D3. Gréfica representativa (n=3)
de saturacion en la que se muestra el Binding especifico en condiciones intactas (circulos)
y de denervacion (cuadros). La Bmax se expresa en fmoles/ug de proteina y la Kd en
concentracion molar.
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DISCUSION

Es evidente la necesidad de proponer nuevas alternativas terapéuticas para
enfermedades neurodegenerativas como es el Parkinson, aunque existe un
tratamiento que ha logrado mantener un mejor calidad de vida de los pacientes (L-
Dopa) no se encuentra exenta de manifestaciones colaterales como son las
discinesias (Bezard et al., 2001). Por lo cual el grupo de trabajo del laboratorio ha
buscado los aspectos celulares y moleculares que podrian ayudar a entender un
poco mas esta fisiopatologia para proponer nuevos mecanismos que ayuden a

complementar la terapia que se encuentra aun vigente.

Receptores D1

Se sabe que la actividad de los receptores D1 en condiciones de denervacion se
encuentra sensibilizado y que la activacién de estos produce una un aumento en
la liberacion de GABA de la SNr (Floran et al., 1990; Rangel-Barajas 2008).
Ademas que en esta sensibilidad de manera importante esta supersensibilizada la
adenilato ciclasa V (Rangel-Barajas, 2011). Los resultados del western blot de los
receptores D1 de este trabajo nos muestran una disminucion en la expresién de la
proteina en condiciones de denervacion en el estriado respecto al lado intacto, sin
embargo a pesar de ello existen supersensibilizacion tras su activacion ya existen

sistemas compensatorios como lo describe Rangel-Barajas (2008).

Respecto a los sinaptosomas de la SNr existe también una disminucién en
condiciones de denervacion de la expresion de los receptores D1 esto concuerda
con los resultados de binding de Rangel-Barajas en el cual demostré que en ratas
hemiparkinsonicas en la SNr existe una disminucion de la Bmax pero no de la Kd.

(Rangel-Barajas et al., 2008).
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Es importante sefalar que posiblemente la disminucion en la expresion de la
proteina se correlaciona directamente del estriado hacia la SNr ya que la sintesis
de los receptores D1 se encuentra principalmente en el soma del estriado y por
transporte vesicular observemos una disminucion en las terminales estriado-

nigrales.

Receptores D3

Parte importante del proyecto era saber qué es lo que esta pasando con los
receptores D3 en condiciones de denervacion. Como he mencionado existe un
dimero D1-D3 en las terminales estriado—nigrales (Cruz-Truijillo et al., 2012)y que
la coactivacion de los receptores D1 y D3 se manifiesta en una potenciacion de la
liberacion de GABA y formacion de AMPc inducida por los receptores D1, incluso
se sabe que la cinasa dependiente de calcio y cadmodulina tipo 2 (CAMKII) juega
un papel de modulador del receptor D3 en el dimero (Avalos-Fuentes et al., 2013;
Cruz-Trujillo et al.,, 2012). Esto puede deberse a que los receptores D3 estén
modificando la afinidad de los receptores D1 en condiciones normales (Marcellino
et al., 2008). Sin embargo en la denervacién dopaminérgica ahora la coactivaciéon
de los receptores tiene un efecto contrario regresando a los niveles basales la
formacién de AMPc y liberacion de GABA ademéas que la CAMKIIl ya no esta

regulando la actividad del dimero (Avalos-Fuentes, 2013).

Los resultados nos muestran que existe un aumento de la expresion de los
receptores D3 en el estriado como en las terminales de la SNr. Esto refuerza
nuestra hipétesis acerca de un aumento en la sefalizacion por parte del receptor
D3 sin embargo estos resultados no nos indican si el aumento que observamos se
deba a que lo receptores D3 se encuentren en la membrana. Un hecho importante
es que la expresion de los receptores D3 que se observa en los sinaptosomas de
la SNr no son sélo provenientes de la via estriado-nigral, reportes previos han
mostrado la expresion del RNAm en neuronas del STN (Flores et al., 1999). Pero

del total de las aferentes que llegan a la SNr solo el 10% provienen del STN
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(Rinvik et al., 1993; Parent et al.,, 1995). Esto nos lleva a pensar el efecto que

estamos viendo en su mayoria es de la via estriado-nigral.

Isoforma D3nf

Respecto a la isoforma D3nf se ha observado en sistemas heter6logos secuestra
a la forma larga del receptor D3 y lo lleva de la membrana a compartimentos
citosolicos  (Elmhurst et al., 2000; Ritchand, 2006). En este sistema
hipotetizamos que la isoforma en condiciones normales mantiene secuestrada
cierta poblacién de receptores D3 en el interior de la célula y en condiciones de
denervacion la expresion se encuentre a la baja dejando libres a los receptores D3
y estos puedan traslocarse a la membrana y sefializar a través del acople a su
proteina Gai. Esta alternativa explicaria en parte por qué ahora el efecto del
receptor D3 en la formacion de AMPc y liberacion de GABA es antagoénico al

observado en condiciones normales (Avalos-Fuentes, 2013).

La distribucion observada de la inmunofluorescencia para la isoforma D3nf en el
estriado es citosdlica y se localizan ciertos cimulos muy definidos (Figura 12). La
distribucion concuerda con lo reportado en neuronas de la corteza de monos
(Nimchinsky et al.,1997). Respecto a la inmunoreactividad en condiciones de
denervaciéon se muestra una disminucion respecto a lado intacto tanto en el nlcleo
estriado como en la SNr esto apoya nuestra hipétesis, sin embargo aun falta
esclarecer si las neuronas observadas son espinosas medianas haciendo doble
tinciones con diferentes marcadores neuronales, asi como buscar la interaccion

entre la isoforma D3nfy D3 en este sistema.
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Binding de receptores D3 membranas

Una de las interrogantes del trabajo era saber que estaba pasando con los
receptores D3 en las membranas, como hemos observado la expresion de la
proteina aumenta tanto en el estriado como en la SNr de ratas hemiparkinsonicas.
Ademas que la inmunoreactividad de la isoforma D3nf se encuentra disminuida en
condiciones de denervacién sin embargo no sabemos si el aumento en el western
blot se relaciona con por un cambio en el numero de receptores D3 en membrana

o por un cambio en la afinidad.

Uno de los agonistas selectivos mas utilizados para el receptor D3 es el 7-OH
DPAT el cual fue utilizado para hacer los experimentos de Binding en las
membranas del estriado. El resultado fue sorprendente al observar un cambio en
condiciones de denervacion respecto al lado no lesionado de la Bmax que
aumentd, esto nos indica que el niumero de receptores en las membranas del
estriado se encuentra incrementada, la Kd no se vio afectada en condiciones de

denervacion esto nos indica que la afinidad de los receptores permanece igual.

Los resultados concuerdan con lo encontrado en el western blot del receptor D3
en el estriado observando un aumento en la expresion de los receptores més el

aumento en la Bmax de las membranas en la denervacion.

En resumen en el trabajo encontramos que la expresion de los receptores D1 se
encuentra disminuida tanto en el estriado como en la SNr y probablemente sean
receptores que se encuentran en membrana con lo reportado por Rangel-Barajas
en 2008. Qué existen regiones localizadas de la isoforma D3nf y se encontrd una
disminucion de la inmunoreactividad en condiciones de denervacion lo cual no

esta reportado hasta el momento.
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Ademas que la expresion del receptor D3 se encuentra aumentada en el lado
lesionado de la SNry el estriado. Y el aumento de la Bmax en los experimentos de
bindig nos indica que el aumento observado en la expresion es protagonizado por

los receptores que se encuentran en membrana.

Sin embargo estudios posteriores son necesarios. Las perspectivas inmediatas
son realizar el Binding de los receptores D3 en la SNr, asi como dilucidar la
asociacion de la isoforma D3nf con su forma larga y buscar si existe una

colocalizaciéon de estas en los diferentes nucleos.
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CONCLUSIONES

e Existe una disminucion en la expresion de la proteina de los
receptores D1 en el estriado como en las terminales de la SNr. de

ratas hemiparkinsonicas
e Hay un aumento de la expresion de los receptores D3 tanto en el
estriado como en los sinaptosomas SNr en condiciones de

denervacion

e La inmunoreactividad de la isoforma D3nf se encuentra localizada y

es menor en condiciones de Parkinson experimental.

¢ En membranas del estriado de ratas lesionadas existe un aumento

del numero de receptores D3

Por lo que podemos concluir que existe una relacion entre la disminucion de

la isoforma D3nf y el aumento de los receptores D3 en la via directa.
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